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1.1.2 Primäres Transplantatversagen nach Herztransplantation . . . . 2
1.1.3 Aktueller Standard der Organprotektion bei Ischämie und Re-
perfusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2 Die endotheliale Glykokalyx . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
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3.1 Lebendgewicht, Herzgewicht und Ödembildung . . . . . . . . . . . . . 40
3.2 Koronarfluss . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
3.3 Kardiale Pumpleistung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.4 Freisetzung von Glykokalyxbestandteilen . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.5 Freisetzung von Metaboliten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4 Diskussion 50
4.1 Methodenkritik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
4.2 Bewertung der Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
4.3 Klinische Einordnung der Ergebnisse und Ausblick . . . . . . . . . . . 62
5 Zusammenfassung 64
6 Literaturverzeichnis 66
7 Danksagung 89
VII
Abbildungsverzeichnis
1.1 Der Endothelial Surface Layer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.1 Die modifizierte Langendorff-Anordnung . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.2 Versuchsanordnung linksventrikulär arbeitendes Herz . . . . . . . . . . 31
2.3 Versuchsanordnung rechtsventrikulär arbeitendes Herz . . . . . . . . . 33
2.4 Versuchsprotokoll . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.1 Herzzeitvolumen linksventrikulär arbeitender Herzen . . . . . . . . . . 45
3.2 Herzzeitvolumen rechtsventrikulär arbeitender Herzen . . . . . . . . . 45
VIII
Tabellenverzeichnis
2.1 Herkunft der verwendeten Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.2 Zusammensetzung des Perfusats und der Tyrode–Lösung . . . . . . . . 22
2.3 Zusammensetzung der verwendeten Präservationslösungen . . . . . . . 23
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1 Einleitung
1.1 Die Herztransplantation
1.1.1 Einführung
Bis zu 2% der Gesamtbevölkerung leiden an einer Herzinsuffizienz, wobei die Prävalenz
in den höheren Altersgruppen deutlich zunimmt [172]. Bei dieser Erkrankung ist das
Herz der Patienten trotz normaler ventrikulärer Füllungsdrücke nicht in der Lage,
ein zur Deckung des Sauerstoffbedarfes des Organismus ausreichendes Herzzeitvolu-
men zu erzielen, was für die betroffenen Patienten eine deutliche Einschränkung der
körperlichen Leistungsfähigkeit sowie den Verlust von Lebensqualität und Lebenszeit
bedeutet [165, 172]. Die Transplantation eines Spenderherzens ist heute ein etabliertes
Therapieverfahren für Patienten mit weit fortgeschrittener Herzinsuffizienz, die trotz
einer optimalen Therapie weiter schwer symptomatisch sind [131, 165].
Entwickelt wurde die Technik der orthotopen Herztransplantation 1960 in Stanford von
Norman Shumway und Richard Lower [153, 155]. Christiaan Barnard führte 1961 in
Kapstadt, Südafrika, die erste Herztransplantation bei einem Menschen durch [15].
Der Durchbruch gelang dem Verfahren aber erst, nachdem durch Fortschritte unter
anderem bei der immunsuppressiven Therapie eine deutliche Verlängerung der Le-
benserwartung der transplantierten Patienten erreicht werden konnte [84]. Die erste
erfolgreiche Herztransplantation in Deutschland erfolgte 1981 in München [252]. Bis
heute wurden weltweit bereits über 100.000 Herzen transplantiert [157].
Die mittlere Lebenserwartung von Patienten nach einer Herztransplantation liegt auch
heute noch unter der der Normalbevölkerung [157]. Verantwortlich dafür ist neben den
vermehrt auftretenden malignen Erkrankungen und Abstoßungsreaktionen vor allem die
Transplantatvaskulopathie, eine rasch progrediente und schwer therapierbare Form der
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Arteriosklerose, die nur bei den Empfängern einer Herztransplantation auftritt [61, 157].
Das erste Jahr nach der Transplantation weist mit 10-20% die höchste Letalität auf,
wobei in diesem Zeitraum die meisten Patienten aufgrund von Infektionen oder dem
primären Transplantatversagen versterben, also dem Versagen des transplantierten Or-
gans während oder unmittelbar nach dem Eingriff [115, 157].
1.1.2 Primäres Transplantatversagen nach Herztransplantation
Bei einem primären Transplantatversagen kann das transplantierte Organ unmittelbar
nach der Transplantation das vom Organismus des Empfängers benötige Herzzeit-
volumen nicht erbringen [115].
Ursächlich für diese Störung sind verschiedene Faktoren, die vor, während und nach
der Transplantation schädigend auf das gesunde Organ des Spenders einwirken und
deren Ausprägungen den Schweregrad der Funktionsstörung bestimmen [115, 241].
So kommt es durch den Hirntod des Spenders zu einer massiven Ausschüttung von
Katecholaminen [88]. Dies hat eine vornehmlich rechtsventrikuläre kardiale Funktions-
störung zur Folge und verursacht über proinflammatorische und proapoptotische
Signalkaskaden einen histologisch sichtbaren Myokardschaden [25, 29, 190, 200, 240].
Eine katecholaminpflichtige Kreislaufinsuffizienz beim Spender erhöht das Risiko für
das Auftreten eines primären Transplantatversagens deutlich [71, 115, 224].
Als ein weiterer Risikofaktor gilt ein höheres Lebensalter des Spenders [220, 230, 278].
Gehäuft tritt ein primäres Transplantatversagen bei den Patienten auf, die aufgrund
der Schwere ihrer Erkrankung bereits vor der Transplantation intensivmedizinisch be-
treut werden mussten und von einer maschinellen Beatmung oder einem mechanischen
Kreislaufunterstützungsverfahren abhängig waren [70, 220, 237, 278]. Dabei sind die
im Körper dieser kritisch kranken Patienten herrschenden
”
feindlichen Umgebungs-
bedingungen“ für die gestörte Pumpfunktion der transplantierten Herzen verantwort-
lich [115]. So beeinflussen die im Blut dieser Patienten zirkulierenden proinflammatori-
schen Zytokine wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Interleukin-1β die myokardiale
Pumpfunktion negativ [43, 110, 115].
Ein weiterer Risikofaktor ist der bei vielen Organempfängern bestehende erhöhte Gefäß-
widerstand in der Lungenstrombahn [78, 239, 115]. Anders als das native Herz ist das
transplantierte Organ daran nicht adaptiert und der muskelschwache rechte Ventrikel
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kann die akut erhöhte Nachlast nur eingeschränkt kompensieren [1, 98, 100, 257].
Während der Ischämiephase und anschließenden Reperfusion kommte es trotz der um-
fangreichen zum Schutz der Organs ergriffenen Maßnahmen immer zu einer Schädigung
des Organs [11, 115, 198]. Daher trägt die Ischämiedauer relevant zur Entwicklung
eines primären Transplantatversagens bei [13, 157, 162, 214, 220].
Bei der intensivmedizinischen Therapie des primären Transplantatversagens werden
Vasopressoren und positiv inotrop wirksame Medikamente verabreicht, um eine Ver-
besserung der myokardialen Pumpfunktion und eine hämodynamische Stabilisierung zu
erreichen [115, 239, 266]. Der pulmonalarterielle Gefäßwiderstand kann durch die Gabe
von inhalativen Vasodilatatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) gesenkt werden [44, 115].
Eine neue Therapieoption stellt die veno-arterielle extrakorporale Membranoxygenie-
rung (VA-ECMO) dar, die bei einem Versagen der pharmakologischen Therapie zur
Aufrechterhaltung des Kreislaufs eingesetzt wird [69, 152, 162, 163].
Trotz dieser umfangreichen intensivmedizinischen Therapie versterben immer noch bis
zu 66% der von einem primären Transplantatversagen betroffenen Patienten [65, 70,
230, 234]. Damit stellt das primäre Transplantatversagen weiterhin die häufigste To-
desursache im ersten Monat und die zweithäufigste im ersten Jahr nach einer Herz-
transplantation dar [115, 157].
Besorgniserregend ist, dass mehrere aktuelle Arbeiten von einer steigenden Inzidenz
des primären Transplantatversagens berichten [69, 115, 163, 230, 245]. Dies kann
zumindest teilweise darauf zurückgeführt werden, dass aufgrund des bestehenden Or-
ganmangels zunehmend auch Organe älterer Spender akzeptiert werden [70, 148, 157].
Die unverändert hohe Letalität und die zunehmende Inzidenz des primären Transplan-
tatversagens unterstreichen die Bedeutung einer weiteren Optimierung der zum Schutz
des Organs während Ischämie und Reperfusion getroffenen Maßnahmen.
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1.1.3 Aktueller Standard der Organprotektion bei Ischämie und
Reperfusion
Während bei den ersten Herztransplantationen Spender und Empfänger in benach-
barten Operationssälen lagen, befinden sie sich heute meist in weit voneinander ent-
fernten Krankenhäusern [259]. Der Schutz des Organs während der Ischämiephase
zwischen der Explantation und der Reperfusion im Körper des Empfängers stellt daher
eine der zentralen Herausforderungen der Transplantationsmedizin dar [158, 259].
Klinischer Standard ist die statische Kaltlagerung, bei der durch eine extreme Hypo-
thermie und einen induzierten Herzstillstand der Energiebedarf des Organs deutlich
gesenkt wird [27, 56, 58, 259]. Lower und Shumway konnten 1962 im Tierexperiment
Herzen nach mehrstündiger Lagerung in 2◦ bis 4◦ C kalter isotoner Kochsalzlösung
erfolgreich transplantieren [154].
Die von Bretschneider und Mitarbeitern entwickelte Kardioplegie stellt durch den Ein-
satz speziell zusammengesetzter Elektrolytlösungen bei der Organentnahme einen schnel-
len elektrischen und mechanischen Herzstillstand sicher [35, 215].
Trotz dieser Vorkehrungen kommt es aber während der Ischämieperiode rasch zu einer
intrazellulären Verarmung an energiereichen Phosphatverbindungen [158]. Die durch
Energiemangel und Hypothermie eingeschränkte Funktion von Ionenpumpen führt zu
einer Zellschwellung [124, 158]. Mit zunehmender Ischämiedauer entsteht eine intra-
und extrazelluläre Azidose [124].
Jennings et al. zeigten 1960, dass überraschenderweise die Reperfusion mehr Schaden in
den betroffenen Organen verursacht als die Ischämie selbst [125]. Dieser Reperfusions-
schaden entsteht durch verschiedene Mechanismen [91, 276].
So kommt es beim Ausgleich der intrazellulären Azidose durch Elektrolytverschiebun-
gen zu einer intrazellulären Kalziumüberladung, die einen Zelltod auslösen kann [91].
Eine zentrale Rolle spielt die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (freie Radikale),
die Schäden an der DNS, der Zellmembran und den Proteinen und Enzymen der Zelle
anrichten [17, 91]. Dieser unspezifische Zellschaden aktiviert durch das Freiwerden von
als
”
Gefahrensignale“ wirkenden Zellbestandteilen (Damage-associated molecular pat-
terns, DAMP) Signalkaskaden, die über die Freisetzung von TNF-α und die Stimulation
von Toll-like receptors eine Inflammationsreaktion initiieren und so das Organ weiter
schädigen [83, 96, 91, 136, 251].
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Um die Organe während der Ischämieperiode und der Reperfusion besser schützen
zu können, entwickelte Collins 1969 die erste Präservationslösung [59]. Diese und alle
in der Folge entwickelten Kardioplegie- und Organpräservationslösungen enthalten os-
motisch wirksame Substanzen gegen die Zellschwellung, Puffersysteme und zum Teil
Antioxidantien [124, 158]. Die Elektrolytzusammensetzung stellt durch eine schnelle
Depolarisierung der Zellmembran den raschen Herzstillstand sicher [124].
Obgleich bisher weit über 100 Lösungen mit unterschiedlicher Zusammensetzung un-
tersucht und zum Teil klinisch eingesetzt wurden, geht die Suche nach der optimalen
Präservationlösung auch heute unverändert weiter [76, 123].
Bei der Entwicklung der heute klinisch eingesetzten Präservationslösungen lag der
Fokus auf dem Schutz der Kardiomyozyten [198]. Das Koronarendothel wird durch
diese Lösungen nur unzureichend erhalten und teilweise sogar geschädigt [103, 198].
Dabei reagieren die Endothelzellen der Koronargefäße viel empfindlicher auf Ischämie
und Reperfusion als die Kardiomyozyten. So fiel im Tierexperiment die Erholung der
endothelabhängigen Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) nach einstündiger un-
geschützter kalter Ischämie und Reperfusion deutlich geringer aus als die initiale Er-
holung der myokardialen Pumpfunktion [161]. Stickstoffmonoxid ist an der Steuerung
des koronaren Blutflusses beteiligt und seine verminderte Freisetzung führt zu einer
Reduktion der Koronarperfusion und konsekutiv zu einer relevanten Einschränkung der
myokardialen Pumpfunktion [4, 104, 130, 160].
Eine Störung der Endothelfunktion durch Ischämie und Reperfusion begünstigt also das
Auftreten eines primären Transplantatversagens [198]. Gleichzeitig ist dieser Endothel-
schaden ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der Transplantatvaskulopathie und
beeinflusst dadurch auch das Langzeitüberleben der Patienten nach einer Herztrans-
plantation [61, 253].
Zukünftige Präservationslösungen müssen daher nicht nur den Erhalt der Kardiomyo-
zyten, sondern auch einen bestmöglichen Schutz von Struktur und Funktion der Endo-
thelzellen während Ischämie und Reperfusion gewährleisten [198].
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Dabei könnte die endotheliale Glykokalyx eine zentrale Rolle spielen, eine Schicht aus
Proteinen mit Kohlenhydratseitenketten auf der dem Blutstrom zugewandten Seite der
Endothelzellen [205]. In den letzten Jahren wurde immer mehr die wichtige Rolle deut-
lich, die diese lange kaum beachtete Struktur sowohl für viele physiologische Funktionen
als auch bei unterschiedlichen Erkrankungen des Gefäßendothels spielt [49, 217].
Die Bedeutung der koronaren endothelialen Glykokalyx für die Organprotektion bei der
Herztransplantation wurde bisher noch nicht untersucht.
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1.2 Die endotheliale Glykokalyx
1.2.1 Einführung
Das Gefäßsystem unseres Körpers wird von einer Schicht Endothelzellen ausgekleidet
[204]. Diese spielen eine wichtige Rolle in der Physiologie des Kreislaufsystems und in
der Pathogenese verschiedener Erkrankungen [94, 204].
Die Endothelzellen tragen auf ihrer dem Blutstrom zugewandten Seite die endotheliale
Glykokalyx, einen Saum aus membranständigen Proteinen mit Kohlenhydratseitenket-
ten [23, 217]. Dieses Netzwerk bindet Plasmaproteine und andere Moleküle aus dem
Blutstrom und einen Teil des Plasmawassers [264]. Dadurch entsteht der Endothelial
Surface Layer, eine gelartige Schicht zwischen der Oberfläche der Endothelzellen und
dem fließenden Blutstrom [205].
Bereits 1947 vermuteten Chambers und Zweifach, dass auf der luminalen Seite der
Endothelzellen eine von ihnen Endocapillary Layer genannte schmale zellfreie Schicht
existiert [45].
John H. Luft konnte 1966 mit Hilfe der Elektronenmikroskopie eine 20 nm dünne
Schicht auf der Oberfläche der Endothelzellen darstellen [156]. Diese Struktur blieb
jedoch lange weitgehend unbeachtet, da ihre geringe anatomische Ausdehnung eine
relevante physiologische Funktion unwahrscheinlich erscheinen ließ [49].
Heute aber kann mit der Intravitalmikroskopie und neuen Techniken bei der Elektronen-
mikroskopie ein deutlich breiterer Endothelial Surface Layer sichbar gemacht werden,
mit einer Ausdehnung von bis zu 500 nm in Kapillaren und mehreren Mikrometern in
größeren Gefäßen [117, 166, 206, 255].
Die Erkenntnisse verschiedener Forschungsgruppen haben unser Verständnis für den
komplexen und dynamischen Aufbau und die vielfältigen physiologischen Funktionen
dieser ebenso faszinierenden wie fragilen Struktur vertieft [49, 119, 204, 217, 264].
Inzwischen rückt die Rolle der endothelialen Glykokalyx bei verschiedenen Erkrankungen
und damit die Suche nach neuen Therapiestrategien immer mehr in den Mittelpunkt
des Interesses [19, 37, 49].
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1.2.2 Aufbau der endothelialen Glykokalyx
Die endotheliale Glykokalyx besteht aus Glykoproteinen mit kurzen, verzweigten Kohlen-
hydratseitenketten und den Proteoglykanen (siehe Abbildung 1.1 auf Seite 9) [205].
Letztere tragen an ihren Kernproteinen lange, unverzweigte Kohlenhydratseitenketten,
die durch die vielfache Wiederholung eines einzelnen Disaccharids gebildet und als Gly-
kosaminoglykane bezeichnet werden [116, 132]. Die Glykosaminoglykane werden nach
der Zusammensetzung ihres Disaccharids in verschiedene Klassen eingeteilt [116]. In
der endothelialen Glykokalyx sind Glykosaminoglykane aus der Klasse der Heparansul-
fate am häufigsten vertreten [205, 217].
Noch während ihrer Polymerisation wird die Kohlenhydratkette der Glykosaminoglykane
enzymatisch verändert [86]. Dabei werden vor allem durch das Anbringen von Sulfat-
resten negative Ladungen auf verschiedene Positionen der Kohlenhydratringe verteilt
[26]. Die Modifikationen werden ungleichmäßig über die Glykosaminoglykankette ver-
teilt, so dass zwischen langen unveränderten Abschnitten einige kurze, hochmodifizierte
Sequenzen entstehen [26, 86]. Diese Sequenzen besitzen viele negative Ladungen und
können als Bindungsstelle für eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden dienen [86]. Aus
der an sich einfachen Grundstruktur entstehen so komplexe Glykosaminoglykanketten
mit sehr heterogener Zusammensetzung und variablen Eigenschaften [26, 208, 242].
Die Steuerung dieser komplexen Prozesse ist bis heute völlig ungeklärt [86].
Die Proteoglykane auf der Oberfläche der Endothelzellen werden konstant durch En-
zyme abgebaut [217]. Dabei spalten Endoglykosidasen wie Heparanase die Glykosami-
noglykane von ihrem Trägerprotein ab [67, 146, 112]. Extrazelluläre Proteasen lösen
die Kernproteine der Proteoglykane von der Zelloberfläche [150, 247]. Durch die-
ses konstante Gleichgewicht aus Neusynthese und enzymatischem Abbau können die
Endothelzellen die Zusammensetzung und Eigenschaften ihrer endothelialen Glykokalyx
ständig verändern und sich so rasch an veränderte Umgebungsbedingungen anpassen
[67, 217, 264].
Die vielen unterschiedlichen Glykoproteine auf der Oberfläche der Endothelzellen zählen
ebenfalls zur endothelialen Glykokalyx [205]. Sie tragen kurze, verzweigte Kohlen-
hydratseitenketten mit dem negativ geladenen Monosaccharid Sialinsäure1 an der Spitze
[217, 264].
1Synonym: Neuraminsäure
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Abbildung 1.1: Der Endothelial Surface Layer (nicht maßstabsgetreu, modifiziert nach
[204])
Einen weiteren Baustein der endothelialen Glykokalyx bildet mit Hyaluronan2 ein Gly-
kosaminoglykan, das in vielen Punkten eine Sonderstellung einnimmt [217, 264]. So ist
es nicht als Seitenkette an ein Proteoglykan gebunden, sondern durch Interaktionen mit
Glykoproteinen und anderen Glykosaminoglykanen auf der Oberfläche der Endothelzel-
len verankert [73, 181, 264]. Mit einer Kettenlänge von zehntausend und mehr Disac-
chariden übertrifft Hyaluronan die anderen Glykosaminoglykane um ein Vielfaches und
wird noch während der Synthese durch die an der Innenseite der Zellmembran gelege-
nen Hyaluronansynthasen sukzessive aus dem Zytosol abgegeben [114, 113, 142, 262].
Obwohl die Kohlenhydratreste seiner Kette nicht enzymatisch modifiziert werden, be-
sitzt das Hyaluronan aufgrund seiner Carboxylgruppen negative Ladungen und kann
Wassermoleküle und andere Liganden binden [141, 264].
Die Oberfläche der Endothelzellen trägt also ein dichtes Geflecht aus Glykoproteinen,
Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen, das eine große Anzahl negativer Ladungen
aufweist [248]. An dieses polyanionische Netz binden sich in vivo zahlreiche verschie-
denste Liganden [205, 264]. Eine quantitativ große Rolle spielen dabei Albumin und die
2Synonym: Hyaluronsäure
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anderen Plasmaproteine [2]. Daneben zählen Elektrolyte, Enzyme und deren Substra-
te, Enzyminhibitoren, Zytokine und Chemokine sowie kationische Aminosäuren zu den
Liganden [205, 264]. Dazu kommen noch lösliche Glykosaminoglykane und Proteogly-
kane, die enzymatisch aus der endothelialen Glykokalyx freigesetzt oder direkt von den
Endothelzellen sezerniert wurden [205, 217]. Diese löslichen Proteoglykane und Glyko-
saminoglykane lagern sich in und auf der endothelialen Glykokalyx an und erweitern
deren Ausdehnung zur Gefäßmitte hin [205, 204, 217]. Auch ein Teil des Plasmawas-
sers wird von den Glykosaminoglykanen gebunden und nimmt nicht am Blutstrom teil
[264].
In vivo bilden die endotheliale Glykokalyx, die löslichen Glykokalyxbestandteile, die
angelagerten Proteine und anderen Liganden zusammen mit dem gebundenen Plasma-
wasser den Endothelial Surface Layer, eine gelartige Schicht zwischen der Endothel-
oberfläche und dem fließenden Blut [2, 205]. Die langen Glykosaminoglykanketten der
Hyaluronane stellen vermutlich ein wichtiges stabilisierendes Element dieser Struktur
dar [106, 217].
Während die Höhe der membranständigen Proteoglykane der endothelialen Glykokalyx
etwa 70 nm beträgt, konnte in Kapillaren ein Endothelial Surface Layer beobachtet
werden, der mit bis zu 500 nm die Dicke der Endothelzellen übertrifft [117, 204, 255].
Seine Ausdehnung nimmt mit dem Gefäßdurchmesser zu und beträgt in den großen
Arterien mehrere Mikrometer [168, 255]. Mit Indikator-Dilutionsverfahren konnte be-
stimmt werden, dass bis zu einem Viertel des Plasmawassers im Endothelial Surface
Layer gebunden ist und nicht am Blutstrom teilnimmt [211].
Zwischen dem Endothelial Surface Layer und dem fließenden Blut besteht ein ständiger
Stoffaustausch (dynamisches Equilibrium) [205]. Zusammensetzung und Ausdehnung
des Endothelial Surface Layer werden von einer Vielzahl verschiedener Faktoren wie der
Elektrolytkonzentrationen, dem pH-Wert und der sich ständig verändernden Zusam-
mensetzung der endothelialen Glykokalyx beinflusst und sind damit ständigen Schwan-
kungen unterworfen [67, 205, 204, 264].
Der Endothelial Surface Layer ist die in vivo bestehende Wirkform der endothelialen
Glykokalyx [49, 205, 204, 264]. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden deshalb beide
Begriffe synonym verwendet.
Mit ihrer Position zwischen den Endothelzellen und dem fließenden Blut erfüllt die
endotheliale Glykokalyx verschiedene wichtige physiologische Funktionen [49, 217].
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1.2.3 Die physiologische Funktion der endothelialen Glykokalyx
Die endotheliale Glykokalyx als Mechanosensor
Zu den physiologischen Funktionen der endothelialen Glykokalyx gehört die Übertragung
der vom Blutstrom auf die Endothelzellen ausgeübten mechanischen Schubspannung
(shear stress) in intrazelluläre biologische Signalkaskaden (Mechanotransduktion) [72,
248]. Die Schubspannung löst so Veränderungen der Morphologie und Funktion der
Endothelzellen aus, wie z.B. die Ausschüttung des Vasodilatators Stickstoffmonoxid
(NO) [5, 218]. Diese Reaktionen sind elementar für die ordnungsgemäße Funktion des
Kreislaufsystems und hier auftretende Störungen sind ein Schritt in der Pathogenese
der Arteriosklerose und anderer Erkrankungen [6].
Verschiedene Arbeiten haben die Rolle der endothelialen Glykokalyx bei der Mechano-
transduktion untersucht [248]. So bleiben bei in einem proteinhaltigen Medium kul-
tivierten Endothelzellen durch Schubspannung ausgelöste Veränderungen des Zyto-
skeletts sowie die Ausrichtung der Zellform nach der Flussrichtung aus, wenn zu-
vor die Heparansulfatseitenketten enzymatisch entfernt wurden [250, 274]. In ande-
ren Versuchen konnte gezeigt werden, dass auch die durch Schubspannung ausgelöste
Stickstoffmonoxid-Ausschüttung durch eine enzymatische Abspaltung von verschiede-
nen Glykokalyxbestandteilen wie Heparansulfat, den terminalen Sialinsäuren der Gly-
koproteine und Hyaluronan blockiert werden kann [89, 105, 197].
Die Rolle der endothelialen Glykokalyx bei der Mechanotransduktion erklärt ein von
Weinbaum et al. vorgestelltes Modell. Danach löst die Schubspannung an den Kern-
proteinen der Proteoglykane ein Drehmoment aus, das über deren Transmembran-
domänen auf das Zytoskelett der Endothelzelle übertragen wird und so verschiedene
intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert [265, 264].
Die endotheliale Glykokalyx ist also einer der Mechanosensoren der Endothelzellen
und vermittelt unter anderem die schubspannungsabhängige Freisetzung von Stick-
stoffmonoxid [6, 68].
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Feinsteuerung von Signalwegen und enzymatischen Reaktionen
Aufgrund ihrer faszinierenden strukturellen Vielfalt können die Glykosaminoglykane der
endothelialen Glykokalyx eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden binden [30, 86, 217].
Dadurch können sie Interaktionen zwischen Rezeptoren auf der Oberfläche der Endothel-
zellen und deren Liganden ebenso beeinflussen wie die zwischen Enzymen und deren
Substrat [217]. Die Bindung an die Glykosaminoglykane kann die Konzentration eines
Substrates oder eines Liganden örtlich begrenzt erhöhen, Konformationsänderungen
eines Liganden auslösen oder die Position von Rezeptor und Ligand zueinander verbes-
sern [208, 217].
Die Bindung von Rezeptor und Ligand an die Glykosaminoglykane der endothelialen
Glykokalyx stellt zum Beispiel für den Fibroblast-growth-factor (FGF)-Signalweg eine
unabdingbare Voraussetzung für die Signalübertragung dar [209, 217, 225, 275].
Außerdem bindet die endotheliale Glykokalyx eine Vielzahl verschiedener Enzyme und
deren Substrate [217]. Dadurch kann die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reakti-
on beeinflusst werden, vergleichbar mit der Wirkung des Glykosaminoglykans Heparin
auf die antikoagulatorische Wirkung von Antithrombin [126, 208].
Zu den an die endotheliale Glykokalyx gebundenen Enzymen zählen auch antioxidativ
wirksame Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD) sowie Enzyme wie Antithrombin
und Tissue plasminogen activator, die der Steuerung der Gerinnungs- und Fibrinolyse-
aktivität dienen [86, 217]. Durch die Bindung dieser Enzyme an das Endothel und die
Regulation ihrer Reaktionen trägt die endotheliale Glykokalyx wesentlich zum Schutz
des Gefäßsystems vor Sauerstoffradikalen und vor einer fehlgeleiteten Gerinnungsakti-
vierung bei [217].
Auch bei der Endozytose spielt die endotheliale Glykokalyx eine wichtige Rolle, indem
sie die aufzunehmenden Moleküle an die Zelloberfläche bindet [57].
Die endotheliale Glykokalyx dient durch ihre vielfältigen Interaktionen mit verschiede-
nen Bindungspartnern zur Feinsteuerung von Signalwegen und enzymatischen Reaktio-
nen und ermöglicht durch ihre rasch modifizierbare Zusammensetzung den Endothel-
zellen eine schnelle Anpassung an sich verändernde Umgebungsbedingungen [30, 217].
12
1 Einleitung
Die endotheliale Glykokalyx als Teil der Gefäßbarriere
Landis und Pappenheimer stellten 1963 ein auf der zuvor von Ernest H. Starling
veröffentlichten Hypothese und ihren experimentellen Untersuchungen aufbauendes
Modell vor, nach dem die Flüssigkeitsverschiebungen über die Gefäßwand von den
hydrostatischen und kolloidosmotischen Druckdifferenzen zwischen Gefäßlumen und
Interstitium bestimmt werden [139, 236]. Als Starling-Gesetz oder Starling-Gleichung
findet dieses Modell bis heute Eingang in die Lehrbücher3 [138, 145]:
F
A
= CH[(PHV − PHI)− σ(πOV − πOI)].
Aus späteren Untersuchungen des lange experimentell unzugänglichen Interstitiums
konnten aber neue Ergebnisse gewonnen werden, die mit dem Starling-Gesetz nicht in
Einklang zu bringen waren [20, 119, 145].
So ist der kolloidosmotische Druck im Interstitium deutlich höher als angenommen
[16, 143]. Eingesetzt in die Starling-Gleichung ergibt dies einen Überschuss an filtrier-
ter Flüssigkeit, die über die Lymphbahn abfließen müsste. Der tatsächlich gemessene
Lymphfluss ist aber deutlich niedriger als der errechnete Überschuss, was durch die
Starling-Gleichung nicht erklärt werden kann (low-lymph-flow-Paradox) [143, 144].
Jacob et al. konnten 2006 an isoliert perfundierten Säugetierherzen zeigen, dass das
natürliche Kolloid Albumin die Rate der Flüssigkeitsfiltration aus dem Koronarsystem
effektiver senkt als das künstliche Kolloid Hydroxyethlystärke. Dabei blieb die Filtrati-
onsrate auch dann unverändert niedrig, wenn die Albuminkonzentration deutlich unter
den physiologischen Bereich gesenkt wurde [118]. Um diese Ergebnisse zu erklären,
müsste der osmotische Reflexionskoeffizient σ der Starling-Gleichung bei niedrigen Al-
buminkonzentrationen größer als 1 werden, was eine Reflexion von mehr als 100%
bedeuten würde [20, 145].
Albumin scheint also unabhängig von seiner kolloidosmotischen Wirkung noch auf ei-
ne andere Art der Filtration von Flüssigkeit aus dem Gefäßsystem entgegenzuwirken
[20, 119].
3 F
A : Filtrationsrate pro Fläche, CH: hydraulische Leitfähigkeit, PHV - PHI: hydrostatischer Druckgra-
dient zwischen Gefäßlumen (V) und Interstitum (I), σ: Reflexionskoeffizient für das Kolloid, π OV
- π OI: kolloidosmotische Druckdifferenz zwischen Gefäßlumen (V) und Interstitium (I)
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Chambers und Zweifach vermuteten bereits 1947, dass ein
”
endocapillary layer“, eine
dünne zellfreie Schicht auf der luminalen Seite der Endothelzellen existiert und einen
Teil der Gefäßbarriere darstellt [45].
In einem 50 Jahre später von Weinbaum und Michel unabhängig von einander veröffent-
lichten Modell fungiert der Endothelial Surface Layer als ein wichtiger Bestandteil der
Gefäßbarriere, indem er als Filter für Makromoleküle die Plasmaproteine zurückhält
[169, 263]. Das proteinarme Ultrafiltrat sammelt sich in einem dünnen Raum unter-
halb der Glykosaminoglykane der endothelialen Glykokalyx, wodurch dort ein deutlich
niedrigerer kolloidosmotischer Druck als in dem oberhalb des Endothelial Surface Layer
fließenden, plasmaproteinhaltigen Blut herrscht [3, 169, 263].
Der kolloidosmotische Druckgradient der Starling-Gleichung wird also nicht über die
Endothelzellen, sondern über den Endothelial Surface Layer aufgebaut [20, 119, 145].
Die von Levick und Michel aufgestellte überarbeitete Starling-Gleichung trägt dem
Rechnung, indem sie den kolloidosmotischen Druck im Interstitium πOI durch den kol-
loidosmotischen Druck unterhalb der endothelialen Glykokalyx πOG ersetzt [145]:
F
A
= CH[(PHV − PHI)− σ(πOV − πOG)].
Dieses Modell löst das low-lymph-flow-Paradox und erklärt den zusätzlichen filtrations-
hemmenden Effekt von Albumin, das als Plasmaprotein eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des Endothelial Surface Layer spielt [20, 119].
Beobachtungen unter pathologischen Bedingungen mit gestörter Gefäßbarriere unter-
streichen die Bedeutung der Barrierefunktion des Endothelial Surface Layer [19, 49].
So führt die durch Ischämie oder Histamin verursachte Erweiterung der interzellulären
Spalten zu einer Störung der Barrierefunktion der Endothelzellen, aber bei intaktem
Endothelial Surface Layer nicht zu einer signifikanten Zunahme der Filtration. Dazu
kommt es erst, wenn zusätzlich der Endothelial Surface Layer durch enzymatischen
Abbau zerstört wurde [212].
Der Endothelial Surface Layer stellt also zusätzlich zu den Endothelzellen eine zweite
kompetente Barriere gegen die Extravasation von Flüssigkeit aus dem Gefäßbett dar
(
”
Double-Barrier-Konzept“) [20, 119, 212].
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Interaktion mit den Blutzellen
Die endotheliale Glykokalyx beeinflusst außerdem das Verhalten der zellulären Bestand-
teile des Blutes in der Mikrozirkulation [217, 264].
So nutzen Erythrozyten nach der Auflösung des Endothelial Surface Layer einen deut-
lich größeren Teil des Kapillarlumens als zuvor [255, 256]. Die bereits früher beobach-
tete Ausbildung eines zellfreien Saums an den Rändern des Gefäßlumens ist also darauf
zurückzuführen, dass die Erythrozyten aus dem Endothelial Surface Layer mechanisch
ausgeschlossen werden [205, 229]. Der Endothelial Surface Layer trägt damit wesent-
lich zum Flusswiderstand in den Kapillaren und dem niedrigen Kapillarhämatokrit bei
[62, 206, 205].
Der Übertritt von Leukozyten aus der Blutbahn in das betroffene Gewebe ist ein zen-
traler Schritt bei Inflammationsreaktionen des Körpers auf Gewebeschädigungen [177].
Die endotheliale Glykokalyx spielt dabei eine Doppelrolle [217]. Auf der einen Seite sind
die bei der Adhäsion und Diapedese der Leukozyten beteiligten Adhäsionsmoleküle auf
der Endotheloberfläche Bestandteil der endothelialen Glykokalyx [205, 272]. Gleichzei-
tig werden diese etwa 10 nm großen Moleküle durch den im physiologischen Normal-
zustand 300 bis 500 nm breiten Endothelial Surface Layer überdeckt und sind für die
Leukozyten nicht zugänglich [19, 150, 174, 205, 217].
Im Rahmen von Inflammationsreaktionen können Zytokine wie TNF-α und Interleukin-1
eine Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Proteasen aus Leukozyten und Endothel-
zellen auslösen [102, 150, 174]. Dadurch kommt es durch einen massiven Anstieg der
enzymatischen Abspaltung von Glykokalyxbestandteilen zur Auflösung des Endothelial
Surface Layer, was durch die Freilegung der Adhäsionsmoleküle eine deutliche Zunah-
me der am Endothel adhärierten Leukozyten zur Folge hat [48, 63, 107, 174].
Auch eine Zunahme der an das Endothel adhärierten Thrombozyten konnte nach der
Auflösung des Endothelial Surface Layer beobachtet werden [254].
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1.2.4 Pathophysiologische Bedeutung und Ziel neuer Therapien
Die endotheliale Glykokalyx stellt also eine faszinierende Struktur mit verschiedenen
physiologischen Aufgaben dar, die aber sehr fragil und durch verschiedene schädigende
Einflüsse bedroht ist [20, 49, 217].
Bereits die Lichtintensität bei intravitalmikroskopischen Fluoreszensuntersuchungen
führte zu einer Auflösung dieser Struktur [255]. Verursacht wird dies durch bei die-
ser Untersuchungstechnik entstehende Sauerstoffradikale, deren schädigender Einfluss
auf die endotheliale Glykokalyx in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte [24, 62,
63, 205, 219, 254].
Außerdem kann die endotheliale Glykokalyx durch Enzyme zerstört werden [264]. Ver-
antwortlich dafür sind zum einen Endoglykosidasen wie Heparanase, die Glykosamino-
glykane spalten und zum anderen Proteasen, die die Kernproteine der Proteoglykane
von der Endotheloberfläche ablösen können [89, 150, 197, 264]. Ausgelöst werden kann
dieses
”
Shedding“ zum Beispiel durch natriuretische Peptide wie ANP4 oder proinflam-
matorische Zytokine wie TNF-α [38, 107].
Die Auflösung der endothelialen Glykokalyx ist eine Voraussetzung für die Transmi-
gration von Leukozyten über das Endothel im Rahmen von Inflammationsreaktio-
nen [46, 174]. So konnte ein deutlicher Anstieg an löslichen Glykokalyxbestandtei-
len im Blut von Patienten nachgewiesen werden, die eine Sepsis erlitten hatten, also
eine systemische Inflammationsreaktion auf Mikroorganismen oder deren Pathogene
[31, 184, 183, 193, 222, 238]. Die Zerstörung der endothelialen Glykokalyx ist mitver-
antwortlich für die ausgeprägte Mikrozirkulationsstörung und die schwere Störung der
Endothelbarriere im Rahmen eines septischen Schocks [42, 49, 54, 74].
Die Schädigung der endothelialen Glykokalyx durch Hyperglykämie [85, 188, 185, 191,
281] und Hyperlipidämie [168, 216] stellt einen relevanten Schritt in der Pathogenese
der Arteriosklerose dar [37, 186, 189, 216].
Erhöhte Spiegel von Glykokalyxbestandteilen konnten im Blut von Patienten mit ST-
Hebungs-Myokardinfarkt [195], HELLP-Syndrom5 [108], nach überlebtem Herzkreis-
laufstillstand [99], bei herzchirurgischen Eingriffen [40], bei akuter Lungenschädigung
[226] und nach schweren Verletzungen [128, 127, 194, 196] nachgewiesen werden.
4ANP = Atriales natriuretisches Peptid
5HELLP=Haemolysis, Elevated Liver enzyme levels, Low Platelet count-Syndrom
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Mehrere tierexperimentelle Arbeiten konnten eine Schädigung der endothelialen Glyko-
kalyx durch Ischämie und Reperfusion beobachten [24, 39, 50, 52, 118, 175]. Im Blut
von Patienten, bei denen während gefäßchirurgischer Eingriffe an der Aorta eine glo-
bale oder regionale Ischämie auftrat, konnten Rehm et al. stark erhöhte Spiegel von
Glykokalyxbestandteilen nachweisen [210].
Da also die Zerstörung der endothelialen Glykokalyx ein relevanter Schritt in der Pa-
thogenese verschiedener Erkrankungen ist, wird nun nach Interventionsmöglichkeiten
zum Schutz dieser Struktur gesucht [19].
So konnte tierexperimentell das Ausmaß des von unterschiedlichen Noxen induzier-
ten Glykokalyxschadens durch die Gabe von Hydrocortison [50, 48, 46], Antithrombin
[48, 52, 46], aktiviertem Protein C [164], Stickstoffmonoxid [39], des Narkosegases
Sevofluran [7, 8, 47] und des Metalloproteinase-Inhibitors Doxycyclin [176, 151] re-
duziert werden. Bei freiwilligen Probanden konnte der durch das Endotoxin Lipopo-
lysaccharid ausgelöste Glykokalyxschaden mit der Gabe eines löslichen rekombinanten
TNF-α-Rezeptors vermindert werden [187].
Andere Arbeiten haben sich damit beschäftigt, ob durch eine intravenöse Gabe von
Glykokalyxbestandteilen die Regeneration einer zerstörten endothelialen Glykokalyx er-
reicht werden kann [107, 202].
Bei allen diesen Arbeiten handelt es sich um Grundlagenforschung. Maßnahmen zum
Schutz der endothelialen Glykokalyx werden derzeit klinisch noch nicht eingesetzt [19].
Die einzige Ausnahme ist das von Jacob et al. vertretene Konzept zur rationalen peri-
operativen Flüssigkeitstherapie, das durch den differenzierten Ersatz von Flüssigkeits-
und Volumenverlusten durch verschiedene Infusionslösungen eine Hypervolämie und so
ein ANP-vermitteltes Shedding der Glykokalyx vermeiden will [51, 120].
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1.2.5 Schutz der endothelialen Glykokalyx im Rahmen der
Herztransplantation
Eine intakte endotheliale Glykokalyx erfüllt als Teil der Gefäßbarriere, als Schutzschicht
gegen die Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten und mit der Bindung von an-
tioxidativ wirkenden Enzymen eine Reihe von Funktionen für den Schutz des Organs
bei Ischämie und Reperfusion [49, 217]. Außerdem spielt sie in der Reperfusion eine
wichtige Rolle bei der Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus den Endothelzellen
[265, 264].
Bei dem aktuellen Vorgehen zur Organentnahme für eine Herztransplantation werden
plasmaproteinfreie kristalloide Präservationslösungen in die Koronarstrombahn infun-
diert, was die Zerstörung des Endothelial Surface Layer durch das Ausspülen seiner
löslichen Bestandteile zur Folge hat [55, 149, 207, 205].
Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Albumin zu
einer kristalloiden Perfusionslösung die Struktur und Funktion der endothelialen Gly-
kokalyx erhalten werden kann [117].
Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob Albumin als Bestandteil einer
Präservationslösung die endotheliale Glykokalyx während einer Herztransplantation
schützen kann und ob sich dadurch eine Verbesserung der postischämischen myokar-
dialen Pumpfunktion erzielen lässt.
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1.3 Fragestellung und experimenteller Ansatz
Die endotheliale Glykokalyx erfüllt wie dargelegt eine Vielzahl wichtiger physiologischer
Funktionen und schützt das Endothel vor schädlichen Einflüssen.
Der Erhalt dieser ebenso faszinierenden wie fragilen Struktur wird aber bei den heute in
der Transplantationsmedizin eingesetzten Verfahren zum Schutz der Organe während
der Ischämiephase nicht beachtet.
Die vorliegende Arbeit soll daher folgende Fragen klären:
• Kann durch den Zusatz von Albumin zu einer kristalloiden Präservationslösung
zum Einsatz bei Herztransplantationen der Endothelial Surface Layer im Koro-
narsystem während einer vierstündigen statischen Kaltlagerung und der anschlie-
ßenden Reperfusion erhalten werden?
• Beeinflusst der Zusatz von Albumin zu einer kristalloiden Präservationslösung
zum Einsatz bei Herztransplantationen die kardiale Pumpfunktion nach einer
vierstündigen statischen Kaltlagerung und anschließender Reperfusion?
Als Modell zur Untersuchung dieser Fragestellungen wurde das ex vivo perfundierte,
isolierte Säugetierherz gewählt.
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2 Material und Methoden
Die hier beschriebenen Versuche wurden durchgeführt im Zeitraum von April 2006 bis
Juli 2008 am Physiologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universität München,
Lehrstuhl für vegetative Physiologie, Vorstand Prof. Dr. med. Ulrich Pohl und von
Juli 2008 bis Januar 2009 im Institut für Vegetative Physiologie und Pathophysiolo-
gie am Walter–Brendel–Zentrum für experimentelle Medizin der Ludwig–Maximilians–
Universität München, Vorstand Prof. Dr. med. Ulrich Pohl, jeweils in der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. habil. Bernhard F. Becker.
Die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit der Versuche wurde durch die Ethikkommis-
sion der Medizinischen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München bestätigt.
Die Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern als zuständige Genehmigungs-
behörde nach §8 Tierschutzgesetz genehmigt (Az. 209.1/211- 2531.3-3/99).
2.1 Substanzen, Gase und Lösungen
Der als Perfusat eingesetzte modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer (siehe Tabelle 2.2 auf
Seite 22) wurde an jedem Versuchstag frisch hergestellt und bis zu seinem Einsatz bei
7◦ C kühl gelagert. Die Tyrode-Lösung (siehe Tabelle 2.2 auf Seite 22) und die iso-
tone Natriumchlorid-Lösung (NaCl 0,9%) wurden bedarfsweise hergestellt und bis zu
ihrem Einsatz ebenfalls bei 7◦ C kühl gelagert. Die zur Herstellung des modifizierten
Krebs-Henseleit-Puffer, der Tyrode-Lösung und der Natrium-Chlorid-Lösung verwen-
deten Chemikalien wurden von verschiedenen Firmen bezogen (siehe Tabelle 2.1 auf
Seite 22).
Die Präservationslösungen Histidin–Tryptophan–Ketoglutarat–Lösung nach Brettschnei-
der1 (HTK) und University–of–Wisconsin–Lösung2 (UW) wurden als kommerziell erhält-
1Custodiol R©, Dr. Franz Köhler Chemie GmbH, Bensheim, Deutschland
2ViaSpan R©, Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KGaA, München, Deutschland
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liche Präparationen beschafft und entsprechend den Fach- und Gebrauchsinformationen
bei 7◦ C gelagert. Die Zusammensetzung der Präservationslösungen ist in Tabelle 2.3
auf Seite 23 aufgelistet.
Die eingesetzten Kolloide Humanalbumin3 und Hydroxyethylstärke4 (HES 130/0,4)
wurden ebenfalls als kommerziell erhältliche Präparationen beschafft und entsprechend
den Fach- und Gebrauchsinformationen bei Zimmertemperatur gelagert.
Die Versuchslösung HTK-Albumin wurde vor Versuchsbeginn durch die Zugabe von
Albumin zu der HTK-Lösung unter sterilen Bedingungen hergestellt und bis zu ihrem
Einsatz bei 7◦ C gelagert.
2.2 Versuchstiere
Für die Versuche wurden Kurzhaar-Albino-Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit
einem Gewicht zwischen 585 und 1120 Gramm aus der Versuchstierzucht Harlan Win-
kelmann GmbH in Borchen, Deutschland verwendet. Die Tiere wurden im Tierstall
des Physiologischen Instituts gehalten unter konstanten adäquaten Umgebungsbedin-
gungen und einem zwölfstündigen Tag-Nacht-Rhythmus gemäß den Richtlinien des
Tierschutzgesetzes (in der Fassung der Bekanntmachung vom 18.5.2006, Bundes-
gesetzblatt Teil I S. 1206, 1313). Sie konnten sich vor Versuchsbeginn zwei Wochen
eingewöhnen und erhielten eine Standarddiät mit Trockenfutter. Wasser stand ihnen
zur freien Verfügung.
2.3 Das ex vivo perfundierte Säugetierherz
Zur Untersuchung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit dienten ex vivo perfun-
dierte Säugetierherzen. Dabei kamen vier unterschiedliche Versuchsanordnungen zum
Einsatz. Die erste Versuchsanordnung diente zur Entnahme der Organe aus dem Ver-
suchstier, wobei eine Spülung der Koronarstrombahn mit der jeweiligen Präservations-
lösung durchgeführt wurde.
3Human-Albumin 20 % Behring R©, CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland
4Voluven R© 6%, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland
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Tabelle 2.1: Herkunft der verwendeten Chemikalien
Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland
Insulin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalziumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumpyruvat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Magnesiumchlorid-Hexahydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid-Dihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Tris-hydroxymethylaminomethan (TRIS) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Perfusats und der Tyrode–Lösung
[mmol/l] Krebs-Henseleit-Puffer Tyrode–Lösung
NaCl 116 137
KCl 3,6 2,6
NaHCO3 23 -
CaCl2 1,2 -
MgSO4 0,58 -
KH2PO4 1,16 -
Glucose 5,4 5,5
Natriumpyruvat 0,3 -
Insulin 2,8 IE/l -
MgCl2 x 6 H2O - 1,0
CaCl2 x 2 H2O - 3,0
Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS) - 1,0
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Tabelle 2.3: Zusammensetzung der verwendeten Präservationslösungen
[mmol/l] HTK UW
Na+ 15 30
K+ 10 120
Mg2+ 4 5
Ca2+ 0,015 -
Lactobionat - 100
Raffinose - 30
Ketoglutarat 1 -
Tryptophan 2 -
Phosphat-Puffer - 25
Histidin-Puffer 180 -
Adenosin - 5
Allopurinol - 1
Glutathion - 2
Hydroxyethylstärke - 50 g
Osmolarität 310 320
pH - Wert 7,2 7,4
HTK=Histidin–Tryptophan–Ketoglutarat–Lösung
UW=University–of–Wisconsin–Lösung
Nach einer vierstündigen Ischämieperiode bei 4◦ C wurden die Reperfusion und Prä-
paration der Organe in einer modifizierten Langendorff-Anordnung vorgenommen [80].
Die Erhebung der funktionellen Parameter erfolgte anschließend je nach Versuchsgrup-
pe in einem linksventrikulär oder rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodell.
Die verwendeten Versuchsanordnungen und Versuchsprotokolle werden in den folgen-
den Abschnitten detailliert beschrieben.
Die Organentnahme und die Präparation wurden zusammen mit Herrn PD Dr. med.
Matthias Jacob durchgeführt.
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2.3.1 Organentnahme und Ischämieperiode
Bei der Entnahme der Organe aus dem Versuchstier wurde großer Wert darauf gelegt,
dem herzchirurgischen Vorgehen bei der Organentnahme zur Herztransplantation so
weit wie möglich zu folgen.
Bei der Kontrollgruppe ohne Ischämie wurde die Organentnahme direkt an der Ver-
suchsanlage (modifizierte Langendorff-Anordnung, siehe Abbildung 2.1 auf Seite 28)
durchgeführt. Dabei wurden die Herzen unmittelbar nach der Kanülierung der Aorta
ascendes mit dem modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer bei 37◦ C perfundiert.
Bei den Versuchsgruppen mit Ischämie wurde die Organentnahme an einem sepa-
raten Arbeitsplatz durchgeführt. Dort war das Behältnis mit der zu untersuchenden
Präservationslösung in 100 cm Höhe oberhalb des Präparationsgestells befestigt und
über ein Infusionssystem5 mit der Aortenkanüle verbunden. In diese Leitung waren der
Meßkopf eines Ultraschallflussmessgerätes6 und eine Tropfkammer als Luftblasenfalle
eingebracht. Für jede Versuchsgruppe wurde ein gesondertes Infusionssystem verwen-
det.
Die Versuchstiere wurden durch einen Nackenschlag mit einem eigens angefertigten
Instrument betäubt und auf das Präparationsgestellt gespannt.
Dann erfolgte die Eröffnung der Halsgefäße mit einem Skalpell auf beiden Seiten. An-
schließend wurde der Brustkorb freigelegt und die Rippen auf beiden Seiten mit einer
Schere durchtrennt.
Unmittelbar nach der Eröffnung des Brustkorbs wurde mit der Spülung der Herzober-
fläche mit 7◦ C kalter isotoner Kochsalzlösung (NaCl 0,9%) begonnen, um das Herz
zu kühlen und zum Stillstand zu bringen. Spätestens fünf Sekunden nach dem Beginn
der Spülung zeigte keines der im Rahmen dieser Versuche untersuchten Herzen noch
mechanische Aktivität.
Der Herzbeutel wurde mit einer Pinzette eröffnet und so weit wie möglich entfernt.
Dann wurde die Aorta ascendens mit einer Pinzette untertunnelt und mit einem Faden
unterfahren. Nun konnte die Aorta ascendens eröffnet, die Aortenkanüle in die Aorta
eingelegt und mit dem Faden fixiert werden.
5Intrafix Primeline Classic/Comfort, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
6T106, Transsonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
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Sofort wurde mit der druckkonstanten (100 cm H2O) Perfusion des Herzens mit der
7◦ C kalten Versuchslösung begonnen. Es folgte die Durchtrennung der übrigen mit
dem Herz in Verbindung stehenden Blutgefäße in einem ausreichenden Abstand zum
Herzen. Anschließend konnte das Herz aus dem Thorax entnommen werden. Es wurde
sofort in ein Behältnis mit 4◦ C kalter HTK-Lösung (Gruppen HTK, HTK+Albumin,
HTK+HES) oder 4◦ C kalter UW-Lösung (Gruppe UW) eingetaucht.
Die Herzen wurden mit 8 ml pro Kilogramm Körpergewicht der jeweiligen Versuchs-
lösung gespült, was je nach Flussgeschwindigkeit zwischen drei und viereinhalb Minuten
in Anspruch nahm. Anschließend wurde die Aortenkanüle unterhalb der Luftfalle mit
einer Klemme dicht verschlossen. Die Behältnisse mit den in der Lösung badenden
Herzen wurden dann für eine vierstündige Ischämieperiode in einem Eiswasserbad und
einem Kühlraum gelagert, wodurch eine konstante Temperatur von 4◦ C erreicht und
über die gesamte Ischämieperiode beibehalten wurde.
2.3.2 Die modifizierte Langendorff - Anordnung
Während der Reperfusion und der Präparation der arbeitenden Herzmodelle kam das
nach dem Rostocker Physiologen Oscar Langendorff (1853-1908) benannte Modell des
ex vivo passiv perfundierten Säugetierherzens in der von Döring und Dehnert beschrie-
benen modifizierten Version zum Einsatz [80, 140].
Bei der modifizierten Langendorff-Anordnung wird das Koronarsystem des aus dem
Körper des Versuchstiers entnommenen Herzens an einer Versuchsanlage perfundiert.
Das Perfusat strömt dabei aus der Anlage über eine Kanüle in die Aorta ascendens
und von dort weiter in das Koronarsystem zur Versorgung des Myokards. Anschließend
sammelt sich das Perfusat über den Sinus coronarius im rechten Vorhof und wird vom
rechten Ventrikel über die Arteria pulmonalis und eine dort eingebrachte Kanüle ausge-
worfen (siehe Abbildung 2.1 auf Seite 28). Die zum Herzen hinführenden Venen Vena
cava superior, Vena cava inferior, Vena azygos und die Pulmonalvenen werden ligiert,
um die Präparation abzudichten.
Aufgrund des in der Aortenwurzel herrschenden konstanten Druckes auf die Segel der
Aortenklappe bleibt diese geschlossen. Der nicht mit Volumen gefüllte linke Ventrikel
kontrahiert sich, wirft aber nicht aus und muss keine äußere Herzarbeit verrichten.
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Der bei den hier beschriebenen Versuchen als Perfusat eingesetzte modifizierte Krebs-
Henseleit-Puffer wurde in einem beheizten, doppelwandigen Glasgefäß vorgehalten und
über eine Gasmischpumpe7 mit 94,4% Sauerstoff8 und 5,6% Kohlendioxid9 begast.
Durch den hohen Sauerstoffanteil in dem Gasgemisch konnte ausreichend Sauerstoff
physikalisch in dem zellfreien Perfusat gelöst werden, um das Herz auch ohne die An-
wesenheit von Sauerstoffträgern im Perfusat ausreichend zu oxygenieren [178].
Der Kohlendioxidanteil dient dazu, um zusammen mit dem im Perfusat vorhandenen
Bicarbonat einen pH-Wert von 7,35 bis 7,45 einzustellen.
Der Heizkreislauf wurde mit einer Wärmepumpe10 betrieben. Die Temperatur des aus
der Kanüle in der Pulmonalarterie austretenden Koronareffluates und der Epikardober-
fläche wurde mit einem Tip-Thermometer11 gemessen. Der Heizkreislauf wurde so
eingestellt, dass dabei eine Zieltemperatur von 37◦ C erreicht wurde.
Als Leitungen für das Perfusat kamen handelsübliche Infusionsleitungen12 zum Ein-
satz. Zentralpunkt der Versuchsanlage war eine Hahnenbank13 für die Infusionsthe-
rapie mit sieben Luer-Abgängen (je ein Abgang oben und unten und fünf seitliche
Abgänge). Das Perfusat wurde durch eine doppelläufige Peristaltikpumpe14 über einen
Pumpenschlauch15 aus dem Voratsgefäß an den unteren seitlichen Abgang der Hahnen-
bank transportiert. Unmittelbar vor der Hahnenbank war in diese Leitung eine beheizte
Wärmespindel eingebaut, um die auf dem Transportweg auftretenden Wärmeverluste
wieder auszugleichen.
Vom oberen Abgang der Hahnenbank führte ein Schlauch nach oben, an dessen Ende
das Perfusat austrat und abgeleitet wurde (Überlaufrohr). Die Höhe dieses Schlauch-
endes über dem Herzen war variabel einstellbar. Bei den in der modifizierten Langendorff-
Anordnung durchgeführten Versuchsteilen war das Schlauchende 80 cm über dem
71SA 27/3F, H. Wösthoff oHG, Bochum, Deutschland
8Sauerstoff, Linde Gas, Linde AG, Höllriegelskreuth/Pullach, Deutschland
9Kohlendioxid, Linde Gas, Linde AG, Höllriegelskreuth/Pullach, Deutschland
10Typ Eg 725, H. Wösthoff Messtechnik GmbH, Bochum, Deutschland
11Metratast P60, GMC-I Gossen-Metrawatt GmbH, Nürnberg, Deutschland
12Heidelberger Verlängerungen, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland oder Verbindungs-
leitung P, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland oder Infusionssystem Intrafix Primeline
Classic/Comfort, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
13Discofix, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
14Ismatec ISM830, Isamtec SA Labortechnik-Analytik, Glattbrugg, Schweiz
15Silicone ID 1,65 mm, Isamtec SA Labortechnik-Analytik, Glattbrugg, Schweiz
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Herzen befestigt, so dass über die im Schlauch befindliche Perfusatsäule ein Perfu-
sionsdruck von 80 cm H2O am Koronarsystem anlag (druckkonstante Perfusion).
Am unteren Abgang der Hahnenbank konnte die Tropfkammer mit dem an der Aorten-
kanüle befestigten Herzen angebracht werden, wobei die Tropfkammer auch an dieser
Stelle als Luftfalle diente. Zwischen Tropfkammer und Hahnenbank war der Meßkopf
eines Ultraschallflussmessgerätes16 eingebaut.
Nach dem Anbringen der Tropfkammer mit den Herzen an der Versuchsanlage wurde
die Klemme zwischen Tropfkammer und Herz geöffnet und die Reperfusion gestartet.
Nachdem während der ersten Minuten die aus dem Herzen austretende Flüssigkeit
für spätere Untersuchungen gesammelt wurde, folgte nun die weitere Präparation der
Herzen. Dabei ist es im Langendorf-Modell wie oben beschrieben vorgesehen, die zum
Herz hinführenden Gefäße Vena cava superior, Vena cava inferior, Vena azygos und
die Pulmonalvenen aufzusuchen und zu ligieren. Bei den hier beschriebenen Versuchen
wurde davon wie in den folgenden Abschnitten detailliert beschrieben abgewichen, um
die Voraussetzungen für den im weiteren Versuchsverlauf geplanten Wechsel auf ein
arbeitendes Herzmodell zu schaffen.
Den Abschluss der Präparation bildete in jedem Fall die Kanülierung der A. pulmonalis.
Um eine Verletzung der Pulmonalklappe durch die Kanüle zu vermeiden, wurde dabei
der Pulmonalisstumpf von unten über die fixierte Kanüle gezogen und dort befestigt.
Die aus der Pulmonalkanüle austretende Flüssigkeit wurde über eine Leitung abgeleitet,
in die zur Messung des Pulmonalisflusses ebenfalls ein Meßkopf eines Ultraschallfluss-
messgerätes17 eingebracht worden war.
Während der Reperfusion und Wiedererwärmung begannen die meisten Herzen wieder
damit, sich zu kontrahieren und schlugen bald im Sinusrhythymus. Eine elektrische
oder pharmakologische Stimulation erfolgte nicht.
Nach der Präparation wurden die Flüsse in der Aorta und der A. pulmonalis verglichen.
Wenn die Flussdifferenz trotz aller Bemühungen zur Optimierung der Präparation dau-
erhaft mehr als 2 ml pro Minute betrug, wurden die Herzen aufgrund der Leckage von
den weiteren Versuchen ausgeschlossen.
16T106, Transsonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
17TS 410, Transsonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
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Abbildung 2.1: Die modifizierte Langendorff-Anordnung
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2.3.3 Das ex vivo perfundierte, linksventrikulär arbeitende Herz
Für das Modell des ex vivo perfundierten, linksventrikulär arbeitenden Herzens wurde
während der Präparation eine zusätzliche Kanüle über die Pulmonalvenen in den linken
Vorhof eingebracht und dort fixiert (siehe Abbildung 2.2 auf Seite 31). Anschließend
wurden die übrigen zum Herzen führenden Gefäße aufgesucht und ligiert.
Die für dieses Modell genutzte Versuchsanlage war wie die oben beschriebene An-
lage für das modifizierte Langendoff-Modell aufgebaut. Zusätzlich wurde ein Drei-
wegehahn18 zwischen Wärmespindel und Hahnenbank eingebaut. Durch die beiden
sich gegenüberliegenden Anschlüsse dieses Dreiwegehahns konnte das Perfusat von der
Wärmespindel zur Hahnenbank fließen.
Von dem nach unten gerichteten dritten Abgang führte eine Perfusatleitung zu einem
weiteren Dreiwegehahn19. Dieser verteilte das Perfusat auf weitere zwei Perfusat-
leitungen. Die eine endete frei, so dass das Perfusat hier austreten konnte. Die Höhe
des Endes dieser Leitung über dem Herzen konnte variabel festgelegt werden. Dadurch
konnte mit der in dieser Leitung befindlichen Perfusatsäule die am linken Herzen an-
liegende Vorlast eingestellt werden. Durch die andere Leitung floss das Perfusat über
einen Meßkopf eines Ultraschallflussmessgerätes20 und eine als Luftblasenfalle dienende
Tropfkammer zu der Kanüle im linken Vorhof.
An dem mittleren der seitlichen Abgänge der Hahnenbank war ein mit einer Klemme
verschlossener luftgefüllter Schlauch befestigt (Windkessel).
Während der Reperfusion war der zwischen Wärmespindel und Hahnenbank liegende
Dreiwegehahn so gestellt, dass die Leitung zu der in den linken Vorhof eingebrach-
ten Kanüle verschlossen war. Daher floss das Perfusat wie oben beim modifizierten
Langendorf-Modell beschrieben von der Wärmespindel in die Hahnenbank und wei-
ter in die Aortenkanüle. Zum Umschalten auf das linksventrikulär arbeitende Modell
wurde dieser Dreiwegehahn so umgestellt, dass die Leitungsbahn zur Hahnenbank und
Aorten-kanüle verschlossen war und das Perfusat Richtung Vorhofkanüle floss.
Ab diesem Zeitpunkt erfolgte der Perfusatfluss zum linken Herzen nicht mehr retrograd
über die Aorta, sondern auf dem natürlichen Weg in den linken Vorhof.
Die Herzen wurden nun nicht mehr passiv perfundiert, sondern mussten jetzt das sich
18Discofix C, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
19Discofix C, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
20TS 410, Transsonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
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im linken Ventrikel sammelnde Perfusat aktiv über die Aortenklappe gegen die Nach-
last auswerfen und so Druck-Volumen-Arbeit verrichten.
In dem Abschnitt der Versuchsanlage zwischen der Aortenkanüle und der Hahnen-
bank kam es zu einer Umkehr der Fließrichtung. Der Teil der Versuchsanlage aus der
Hahnenbank und den beiden oben und unten an dieser befestigten Perfusatleitungen,
der bisher in der modifizierten Langendorff-Anordnung zur Aufrechterhaltung der Per-
fusatsäule für die Koronarperfusion genutzt wurde, stellte nun die Auswurfbahn des
linken Ventrikels dar.
Über die Position des Überlaufrohrs oberhalb des Herzens konnte die Höhe der Perfu-
satsäule und damit die Nachlast des linken Ventrikels frei eingestellt werden.
Durch das Umlegen des betreffenden Dreiwegehahns wurde der an der Hahnenbank an-
gebrachte luftgefüllte Schlauch in die Auswurfbahn des Herzens geschaltet und diente
als Ersatz für die in der Versuchsanlage fehlende Elastizität der Blutgefäße (Windkessel-
effekt).
2.3.4 Das ex vivo perfundierte, rechtsventrikulär arbeitende
Herz
Da das Modell des ex vivo perfundierten, rechtsventrikulär arbeitenden Herzens in un-
serem Labor zuvor noch nicht zum Einsatz gekommen war, wurde diese Methode im
Rahmen der vorliegenden Arbeit neu etabliert.
Für diese Versuchsanordnung wurde während der Präparation eine zusätzliche Kanüle
in die Vena cava superior eingebracht und dort fixiert (siehe Abbildung 2.3 auf Seite
33). Die übrigen zum Herzen führenden Gefäße wurden wie oben beschrieben aufge-
sucht und ligiert.
Bei diesem Versuchsaufbau kam eine Anlage mit zwei voneinander getrennten Tei-
len zum Einsatz. Der eine Teil war als modifiziertes Langendorf-Modell aufgebaut
und diente dazu, das Koronarsystem über die gesamte Versuchsdauer im Langendorff-
Modus druckkontrolliert passiv zu perfundieren (Perfusionsdruck 80 cm H2O).
Aufgabe des zweiten Teils der Anlage war es, dem rechten Herzen eine bestimmte
Vorlast unabhängig vom Koronarfluss vorzugeben. Da dieser Teil nicht an der Koronar-
versorgung des Herzen beteiligt war, wurde hier isotone Kochsalzlösung (NaCl 0,9%)
verwendet und auf eine Begasung verzichtet.
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Abbildung 2.2: Versuchsanordnung linksventrikulär arbeitendes Herz
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Die isotone Kochsalzlösung wurde in einem zweiten doppelwandigen Perfusatbehältnis
aufbewahrt, das über den Heizkreislauf beheizt wurde. Durch den zweiten Lauf der dop-
pelläufigen Peristaltikpumpe21 wurde sie aus dem Perfusatbehältnis über eine Wärme-
spindel zu einem Dreiwegehahn22 transportiert.
Aus einem von dem zweiten, der zuführenden Leitung entgegengesetzten Anschluss ab-
gehenden Schlauch konnte das Perfusat frei austreten und wurde aufgefangen. Durch
die Höhe des Schlauchendes über dem Herzen konnte die Vorlast des rechten Herzens
frei gewählt werden.
Der dritte, nach unten weisende Anschluss des Dreiwegehahns führte über eine als
Luftfalle dienende Tropfkammer zu der in der Vena cava superior befestigten Kanüle.
In diese Leitung war der Meßkopf eines Ultraschallflussmessgerät23 eingebracht.
Während der Präparation und der Wärmungsphase war dieser Weg verschlossen und die
Kochsalzlösung strömte vom Perfusatbehältnis über den Dreiwegehahn direkt in den
Überlauf. Mit Beginn der Arbeitsphase wurde der Dreiwegehahn in die Stellung
”
Alle
Anschlüsse offen“ umgelegt. Nun floss ein Teil der Kochsalzlösung über die Kanüle in
der Vena cava superior in den rechten Vorhof und weiter in die rechte Herzkammer.
Wenn das Herzzeitvolumen den Koronarfluss überstieg, dann erhielt das Herz Volu-
men aus der Vena-cava-Kanüle. Gleichzeitig konnte aber auch Koronareffluat über die
Kanüle in der Vena cava superior in Richtung Überlauf abfließen, wenn der Koronar-
fluss bei geringer Auswurfleistung des rechten Herzen das rechtsventrikuläre Herzzeit-
volumen überstieg.
2.4 Versuchsprotokoll
Der Ablauf der Versuche folgte einem exakten Versuchsprotokoll (siehe Abbildung 2.4
auf Seite 35), das minutiös eingehalten wurde.
Der Moment, an dem bei der Organentnahme die Klemme auf den Zufluss zur Aor-
tenkanüle gesetzt wurde, war als Zeitpunkt -240 Minuten definiert. Nach vier Stunden
kalter Ischämie begann die Reperfusion bei Minute 0.
Während der ersten drei Minuten der Reperfusion wurde die gesamte aus dem Her-
21Ismatec ISM830, Isamtec SA Labortechnik-Analytik, Glattberg-Zürich, Schweiz
22Discofix C, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
23T106, Transsonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
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Abbildung 2.3: Versuchsanordnung rechtsventrikulär arbeitendes Herz
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zen austretende Flüssigkeit gesammelt und anschließend in einem dicht verschlossenen
Probengefäß bei -27◦ C gelagert (Probenentnahme
”
frühe Reperfusion“).
Dann erfolgte die Präpraration des entsprechenden arbeitenden Herzmodells.
Während der Minuten 17 bis 20 nach Beginn der Reperfusion wurde das aus der
Kanüle in der Pulmonalarterie austretende Koronareffluat und das sich an der Herz-
spitze sammelnde Transsudat aufgefangen und dann ebenfalls in dicht verschlossenen
Probengefäßen bei -27◦ C gelagert (Probenentnahme
”
späte Reperfusion“).
Anschließend blieben die Herzen zehn Minuten im Langendorff-Modus, um ihnen die
Wiedererwärmung und eine Äquilibration an die Versuchsbedingungen zu ermöglichen.
In Minute 30 erfolgte der Wechsel in den arbeitenden Modus, je nach Versuchsgruppe
als arbeitendes linkes Herz oder arbeitendes rechtes Herz.
Dabei wurde zuerst eine geringe Nachlast angelegt (arbeitendes linkes Herz: 60 cm
H2O, arbeitendes rechtes Herz: 15 cm H2O).
Nachdem die Herzen sich zehn Minuten lang an die veränderten Bedingungen anpas-
sen konnten, erfolgte die Messung des Herzzeitvolumens unter diesen Bedingungen in
drei aufeinanderfolgenden Messungen. Anschließend wurde in Minute 43 die Nachlast
erhöht (arbeitendes linkes Herz: 80 cm H2O, arbeitendes rechtes Herz: 25 cm H2O).
Nach weiteren fünf Minuten wurde ab Minute 48 erneut das Herzzeitvolumen bei der
jetzt erhöhten Nachlast bestimmt.
Ab Minute 51 erfolgte die Bestimmung der maximalen Druckentwicklung wie in Ab-
schnitt 2.7.4 auf Seite 38 beschrieben. Anschließend wurde der Versuch beendet.
2.5 Versuchsgruppen
Es wurden insgesamt neun unterschiedliche Versuchsgruppen mit jeweils fünf Organen
pro Gruppe untersucht (siehe Tabelle 2.4 auf Seite 37). Mit dem linksventrikulär arbei-
tenden Herzmodell wurden Versuche mit einer Kontrollgruppe ohne Ischämie (Grup-
pe Kontrolle) und drei Versuchsgruppen mit vierstündiger kalter Ischämie nach einer
Spülung der Koronarien mit HTK-Lösung (Gruppe HTK), HTK mit 1 % Albumin-
zusatz (Gruppe HTK+Albumin) oder University-of-Wisconsin-Lösung (Gruppe UW)
durchgeführt. Mit dem rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodell wurde zusätzlich noch
eine weitere Versuchsgruppe mit vierstündiger kalter Ischämie nach einer Spülung mit
HTK-Lösung mit 1% Hydroxyethylstärke (Gruppe HTK+HES) untersucht.
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Abbildung 2.4: Versuchsprotokoll (P1: Probenentnahme
”
frühe Reperfusion“, P2: Pro-
benentnahme
”
späte Reperfusion“, HZV: Bestimmung des Herzzeit-
volumens)
2.6 Ausschlusskriterien
Es wurden vor Beginn der Versuchsreihen Ausschlusskriterien festgelegt, bei deren
Eintreten das betroffene Organ aus der Wertung genommen wurde (siehe Tabelle 2.5
auf Seite 37).
2.7 Analytik
2.7.1 Lebend- und Herzgewicht, Ödembildung
Bei jedem Versuchstier wurde das Lebendgewicht mit einer Tierwaage bestimmt.
Nach Versuchsende wurden bei den Herzen die Vorhöfe und die Klappenebene sorgfältig
mit einer Schere entfernt. Dann wurden die Ventrikel eröffnet und das darin befind-
liche Perfusat entleert. Dabei erfolgte eine Sichtkontrolle des Ventrikels auf Koagel.
Danach wurde mit einer Präzisionswaage das Feuchtgewicht der Ventrikelmuskulatur
(wet weigth, WW) ermittelt. Anschließend wurden die Herzen für mindestens 24 Stun-
den in einem Wärmeschrank bei 60◦ C gelagert und dann das Trockengewicht der
Ventrikelmuskulatur (dry weigth, DW) bestimmt.
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Zur Bestimmung des Ödems der Ventrikelmuskulatur erfolgte die Berechnung des Quo-
tienten Feuchtgewicht durch Trockengewicht mit der unten stehenden Formel.
Ödem =
Feuchtgewicht WW
Trockengewicht DW
2.7.2 Bestimmung des Herzzeitvolumens
Zur Bestimmung des Herzzeitvolumens wurde die von den Herzen innerhalb einer Minu-
te ausgeworfene Flüssigkeit in nummerierten Probengefäßen aufgefangen, deren Leer-
gewicht vor Versuchsbeginn mit einer Präzisionswaage bestimmt wurde.
Bei den Versuchen im Modell arbeitendes linkes Herz floss ein Teil des vom linken
Ventrikel ausgeworfenen Perfusats über die Hahnenbank und die Perfusatleitung zum
Überlauf der Aortenstrombahn und ein anderer Teil über das Koronarsystem des Her-
zens und den Sinus coronarius in den rechten Vorhof, bevor es vom rechten Ventrikel
über die in der Arteria pulmonalis eingebrachte Kanüle ausgeworfen wurde. Bei diesen
Versuchen wurde das am Überlauf der Aortenstrombahn und das an der Kanüle in der
Pulmonalarterie austretende Perfusat mit zwei Probengefäßen gesammelt.
Bei den Versuchen im Modell arbeitendes rechtes Herz stellte die an der Kanüle in
der Pulmonalarterie austretende Flüssigkeit das Herzzeitvolumen des rechten Herzens
dar und wurde in einem Probengefäß gesammelt. Die gefüllten Probengefäße wurden
verschlossen, um eine Verfälschung der Ergebnisse durch Verdunstung auszuschließen.
Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch kurzfristige Schwankungen in der Herz-
leistung zu reduzieren, wurden für jeden Messzeitpunkt jeweils drei Einzelmessungen
durchgeführt und anschließend ein Mittelwert bestimmt.
Nach dem Versuchsende wurde bei jedem Probengefäß das Gewicht im gefüllten Zu-
stand mit derselben Präzisionswaage bestimmt. Zur Errechnung des Gefäßinhaltes wur-
de von diesem Vollgewicht das Leergewicht des Gefäßes abgezogen (Taragewicht).
Für die Umrechnung von dem so bestimmten Gewicht auf das Volumen der gesam-
melten Flüssigkeit wurde vereinfachend angenommen, dass das Perfusat eine Dichte
gleich der von Wasser hat (1 Liter entspricht 1 Kilogramm).
Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erhöhen, wurde das durchschnittliche Herz-
zeitvolumen auf das Trockengewicht der Herzen bezogen angegeben (ml·min-1·g DW-1).
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Tabelle 2.4: Versuchsgruppen
Versuche ohne Ischämie Versuche mit Ischämie
Linksventrikulär arbeitendes Herz: Kontrolle HTK
HTK+Albumin
UW
Rechtsventrikulär arbeitendes Herz: Kontrolle HTK
HTK+Albumin
HTK+HES
UW
HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung, UW=University-of-Wisconsin-Lösung
HES=Hydroxyethylstärke
Tabelle 2.5: Ausschlusskriterien
Undichtigkeit
Verletzung einer relevanten Struktur (z.B. Herzklappe)
Luftembolie
Bakterielle Kontamination
Fehler in der Versuchsanlage
Fehlbedienung der Versuchsanlage
Nichtperfusion einer Koronararterie während der Organentnahme
Koagel im Ventrikel
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2.7.3 Druck-Volumen-Arbeit
Die von den Herzen geleistete Druck-Volumen-Arbeit entspricht annäherungsweise dem
Produkt aus dem Herzminutenvolumen (MV) und der Nachlast (P) [129].
Druck − V olumen− Arbeit = P ·MV
2.7.4 Maximale Druckentwicklung
Den Abschluss eines Versuches am arbeitenden Herzen bildete die Ermittlung der durch
das Herz maximal zu erbringenden Druckentwicklung.
Dazu wurde im Modell
”
arbeitendes linkes Herz“ der Überlauf in zwei Meter Höhe über
dem Herz angebracht und die maximale Höhe der Perfusatsäule in der Auswurfbahn
gemessen, die von dem Herzen stabil gehalten werden konnte.
Beim Modell
”
arbeitendes rechtes Herz“ erfolgte die Messung mit einem Druckmes-
ser24. Dieser wurde über den Druckschlauch eines handelsüblichen Sets zur arteriellen
Blutdruckmessung25 und einen Dreiwegehahn26 mit der Kanüle in der Pulmonalarterie
verbunden. Zur Digitalisierung der Daten wurde ein Messverstärker27 und ein Daten-
erfassungssystem28 verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm PowerLab
Chart 529 auf einem PowerMac G430. Vor Versuchsbeginn wurde eine Eichung des
Druckmessers mittels einer Wassersäule durchgeführt.
2.7.5 Nachweis von Gykokalyxbestandteilen
Die Konzentration des Proteoglycans Syndecan-1 in den während der frühen und der
späten Reperfusion gewonnenen Proben sollte mit einem Enzyme-linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) bestimmt werden, das zwei Antikörper gegen unterschiedliche
Syndecan-1-Epitope verwendet31.
24Modell 1050BP, UFI, Morro Bay, Ca., USA
25DTXPlusTM, Argon Critical Care Systems Singapore Pte. Ltd., Singapur
26Discofix C, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
27Bridge Amp ML 110, AD Instruments Pty Ltd., Bella Vista NSW, Australien
28PowerLab 4/20 ML840, AD Instruments Pty Ltd., Bella Vista NSW, Australien
29PowerLab Chart 5 v.5.0.1, AD Instruments Pty Ltd., Bella Vista NSW, Australien
30Apple Inc., 1 Infinite Loop, Cupertino, CA, USA
31Diaclone Research, Besancon, France
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Zur Bestimmung des Gehalts an Heparansulfat-Glykosaminoglykanen wurden die Pro-
ben zuerst mit einem Ultrafilter32 (10 kDa-Cutoff) konzentriert. Anschließend sollte
die Messung mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay33 durchgeführt werden,
das mit zwei Antikörpern gegen unterschiedliche Heparansulfat-Epitope arbeitet.
Das Prinzip des Enzyme-linked Immunosorbent Assay ist an anderer Stelle ausführlich
beschrieben [41].
Diese Messungen wurden im Forschungslabor Großhadern der Klinik für Anaesthesiolo-
gie, Klinikum der Universität München von den dortigen Mitarbeiterinnen durchgeführt.
2.7.6 Nachweis von Metaboliten
Zur Beurteilung der Schwere eines ischämischen Insultes kann die kardiale Produktion
von Laktat, Purinen sowie Harnsäure dienen.
Laktat ist bekanntlich das Endprodukt der anaeroben Glykolyse. Purine wie Adeno-
sin, Inosin, Hypoxanthin und Xanthin entstehen beim Katabolismus von energiereichen
Adenin- und Guaninphosphaten. Die Harnsäure als Endprodukt des Purinkatabolismus
wirkt gleichzeitig als endogenes Antioxidans [21, 18].
Die Konzentrationen dieser Metabolite in den während der frühen und der späten
Reperfusionsphase gewonnen Proben wurden mit Hochleistungsflüssigkeitschromato-
graphie ermittelt. Diese Methodik ist ausführlich in früheren Arbeiten unserer Arbeits-
gruppe beschrieben [21, 171].
Diese Messungen wurden im Labor unserer Arbeitsgruppe von Frau Dora Kiesl durch-
geführt.
2.7.7 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm IBM R©
SPSS R© Statistics34. Zur Ermittlung der Unterschiede zwischen den verschiedenen Ver-
suchsgruppen wurde entweder eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), ein T-Test
bei unabhängigen Stichproben oder ein Chi-Quadrat-Test durchgeführt.
32Millipore, Billerica, MA, USA
33Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan
34IBM R© SPSS R© Statistics Version 22, IBM Deutschland GmbH, IBM-Allee 1, Ehningen, Deutschland
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3 Ergebnisse
3.1 Lebendgewicht, Herzgewicht und Ödembildung
Bei dem Lebendgewicht der Tiere bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen1. Das Trockengewicht der Herzen war in der Gruppe HTK+HES
signifikant größer als in den Gruppen HTK und UW2. Um den Einfluss der Unterschie-
de in der Myokardmasse auf die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen und die
freigesetzten Stoffmengen auszugleichen, werden diese im Folgenden auf das Trocken-
gewicht der Herzen bezogen angegeben.
Für das Verhältnis Herzfeuchtgewicht zu Herztrockengewicht als Ausdruck der myokar-
dialen Ödembildung zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchs-
gruppen3.
Die einzelnen Ergebnisse werden in Tabelle 3.1 auf Seite 41 zusammengefasst.
3.2 Koronarfluss
Für den auf das Herztrockengewicht bezogenen Koronarfluss in der ersten Minute
nach Begin der Reperfusion ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchgruppen4 (siehe Tabelle 3.2 auf Seite 41) Bei keinem der un-
tersuchten Herzen trat ein sehr niedriger Koronarfluss am Beginn der Reperfusion auf
(
”
no-reflow-Phänomen“).
1einfaktorieller ANOVA, df=4, F=2,08, P=0,101
2einfaktorieller ANOVA, df=4, F=3,66, P=0,012
3einfaktorieller ANOVA, df=4, F=2,74, P=0.042
4einfaktorieller ANOVA, df=3, F=0,71, P=0.554
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Tabelle 3.1: Lebendgewicht, Herzgewicht und Ödembildung
Gruppe n Lebendgewicht [g] Herzgewicht trocken [g] Ödembildung
Kontrolle 10 814±189 q0,32±0,1 8,16±0,8
HTK 10 721±174 qq 0,30±0,1# 8,70±0,5
HTK+Albumin 10 821±131 0,32±0 8,34±0,5
HTK+HES 5 906±62q 0,37±0 9,05±0,6
UW 10 733±40q 0,29±0 8,31±0,5
Jeweils Mittelwert ± SD, #=P<0,012 vs. HTK+HES und UW
HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung, UW=University-
of-Wisconsin-Lösung, HES=Hydroxyethylstärke
Tabelle 3.2: Koronarfluss in der Reperfusionsphase (Minute 1)
Gruppe n
Koronarfluss
[ml · min-1 · g DW-1]
HTK 10 75,7±25
HTK+Albumin 10 85,5±18
HTK+HES 5 64,7±28
UW 10 66,4±38
Jeweils Mittelwert ± SD, DW=Trockengewicht, HTK=Histidin-
Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung, UW=University-of-Wisconsin-
Lösung, HES=Hydroxyethylstärke
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3.3 Kardiale Pumpleistung
Bei den Versuchen im Modell linksventrikulär arbeitendes Herz zeigten sich keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen bezüglich des Herzzeit-
volumens5 oder der geleisteten Druck-Volumen-Arbeit6 bei einer Nachlast von 60 cm
H2O (siehe Tabelle 3.3 auf Seite 43 und Abbildung 3.1 auf Seite 45). Auch für das
maximal erreichte Druckniveau ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen7. Überraschenderweise konnten die Herzen also unter dem Schutz der ver-
wendeten Präservationslösungen auch nach einer vierstündigen kalten Ischämie und
Reperfusion die gleiche Herzarbeit leisten wie die Herzen der Kontrollgruppe, die kei-
ner Ischämie ausgesetzt waren.
In jeder Gruppe konnte nur ein Teil der Herzen gegen die erhöhte Nachlast von 80 cm
H2O auswerfen. Aufgrund der geringen Anzahl an verwertbaren Ergebnissen war eine
statistische Auswertung dieser Daten nicht möglich (siehe Tabelle 3.3 auf Seite 43).
Bei den Versuchen im Modell rechtsventrikulär arbeitendes Herz war in den Gruppen
HTK und HTK+HES das nach vierstündiger kalter Ischämie und Reperfusion gegen
eine Nachlast von 15 cm H2O erreichte durchschnittliche Herzzeitvolumen
8 und die ge-
leistete Druck-Volumen-Arbeit9 signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. In den
Gruppen HTK+Albumin und UW bestand dagegen kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (siehe Tabelle 3.4 auf Seite 44 und Abbildung 3.2 auf Seite 45).
Bei einer Nachlast von 25 cm H2O erreichte die Gruppe UW signifikant weniger
Herzzeitvolumen und Druck-Volumen-Arbeit als die Kontrollgruppe10. In den Gruppen
HTK, HTK+Albumin und HTK+HES konnte jeweils nur ein Teil der Herzen gegen
die erhöhte Nachlast auswerfen, so dass auch hier eine statistische Auswertung dieser
Daten aufgrund der geringen Anzahl an Ergebnissen nicht möglich war.
Das maximal erreichte rechtsventrikuläre Druckniveau war in den Gruppen HTK, HTK+
Albumin und HTK+HES signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe11.
5einfaktorieller ANOVA, df=3, F=2,97, P=0,063
6einfaktorieller ANOVA, df=3, F=2,97, P=0,063
7einfaktorieller ANOVA, df=3, F=0,22, P=0,881
8einfaktorieller ANOVA, df=4, F=19,71, P<0,001
9einfaktorieller ANOVA, df=4, F=19,71, P<0,001
10T-Test bei unabhängigen Stichproben, P<0,001
11einfaktorieller ANOVA, df=4, F=5,45, P=0,004
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Tabelle 3.3: Funktionelle Daten linksventrikulär arbeitender Herzen
Gruppe n
Herzzeitvolumen
Druck-Volumen- Maximale Druck-
Arbeit entwicklung
[ml·min-1·g DW-1] [L·cm H2O·min-1·g DW-1] [cm H2O]
Nachlast 60 cm H2O
Kontrolle 5 48,2±6,30 2,9±0,4
HTK 5 56,2±23,0 3,4±1,3
HTK+Albumin 5 57,4±14,2 3,4±0,9
UW 5 86,6±33,5 5,2±2,0
Nachlast 80 cm H2O
Kontrolle 2 49,8±0,9 4,0±0,1
HTK 1 91,9 7,3
HTK+Albumin 2 44,1±6,1 3,6±0,5
UW 3 090,1±25,7 7,2±2,0
Maximale Druckentwicklung
Kontrolle 5 076,2±11,0
HTK 5 71,8±7,6
HTK+Albumin 5 73,6±6,1
UW 5 074±8,9
Jeweils Mittelwert ± SD, Vorlast 10 cm H2O, DW=Trockengewicht, HTK=Histidin-
Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung,UW=University-of-Wisconsin-Lösung
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Tabelle 3.4: Funktionelle Daten rechtsventrikulär arbeitender Herzen
Gruppe n
Herzzeitvolumen
Druck-Volumen- Maximale Druck-
Arbeit entwicklung
[ml·min-1·g DW-1] [L·cm H2O·min-1·g DW-1] [cm H2O]
Nachlast 15 cm H2O
Kontrolle 5 116±24q 1,7±0,4
HTK 5 q50±11* q0,7±0,2*
HTK+Albumin 5 q94±14q 1,4±0,2
HTK+HES 5 q57±16* q0,9±0,2*
UW 5 123±16q 1,8±0,2
Nachlast 25 cm H2O
Kontrolle 5 76,9±5q 1,9±0,1
HTK 2 32,0±33 0,8±0,8
HTK+Albumin 3 18,3±16 0,5±0,4
HTK+HES 0 - -
UW 5 q30,8±17# q0,8±0,4#
Maximale Druckentwicklung
Kontrolle 5 39,0±3,7
HTK 5 q28,4±8,9‡
HTK+Albumin 5 q27,0±4,6‡
HTK+HES 5 q25,0±2,0‡
UW 5 30,0±4,2
Jeweils Mittelwert ± SD, *=P<0,001 vs. Kontrolle, HTK+Albumin und UW,
#=P<0,001 vs. Kontrollgruppe, ‡=P=0,004 vs. Kontrolle,
Vorlast 10 cm H2O, DW=Trockengewicht, HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-
Lösung,UW=University-of-Wisconsin-Lösung, HES=Hydroxyethylstärke
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Abbildung 3.1: Herzzeitvolumen linksventrikulär arbeitender Herzen
Abbildung 3.2: Herzzeitvolumen rechtsventrikulär arbeitender Herzen, *=P<0,01 vs.
Kontrolle, HTK+Albumin und UW, ns.= nicht signifikant
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Die unten stehende Tabelle 3.5 listet die Herzen auf, die auch gegen die niedrige
Nachlast12 keinen Auswurf generieren konnte. Dabei wurde zwischen Herzen mit persi-
stierendem Kammerflimmern und Pumpversagern mit einem koordinierten Herzrhyth-
mus unterschieden. In den Kontrollgruppen zeigte keines der Herzen eine derartige
Störung. In den Gruppen UW und HTK+Albumin war der Anteil an Herzen mit schwe-
rer postischämischer Funktionsstörung deutlich geringer als in den Gruppen HTK und
HTK+HES, wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant ist13.
Tabelle 3.5: Herzen ohne Auswurfleistung
Gruppe n Kammerflimmern Pumpversagen Gesamt %
Kontrolle 10 0 0 0 0
HTK 16 2 4 6 37
HTK+Albumin 12 0 2 2 17
HTK+HES 7 2 0 2 29
UW 11 0 1 1 9
n=Gesamtzahl der eingeschlossenen Herzen, HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung,
UW=University-of-Wisconsin-Lösung, HES=Hydroxyethylstärke
3.4 Freisetzung von Glykokalyxbestandteilen
Aufgrund eines Laborfehlers ergaben die Bestimmungen der Konzentration von Heparan-
sulfat und Syndecan-1 in den während der frühen und späten Reperfusion entnommenen
Proben kein verwertbares Ergebnis. Allerdings stehen hier von unserer Arbeitsgruppe
bereits andernorts veröffentlichte Ergebnisse weiterer Versuchsreihen zur Verfügung,
bei denen das verwendete Versuchsprotokoll mit dem der vorliegenden Arbeit bis zum
Ende der Reperfusionsphase (Minute 20) identisch war [121]. Diese Ergebnisse werden
im Kapitel 4 der vorliegenden Arbeit vorgestellt (siehe Tabelle 4.1 auf Seite 56).
12linksventrikulär arbeitendes Herz: 60 cm H2O, rechtsventrikulär arbeitendes Herz: 15 cm H2O
13Pearson-Chi-Quadrat, chi2=6,874 P=0,143
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3.5 Freisetzung von Metaboliten
Im Vergleich zu den nicht der kalten Ischämie unterworfenen Herzen der Kontrollgruppe
arbeitendes linkes Herz kam es in den der Ischämie ausgesetzten Herzen erwartungs-
gemäß zu einer deutlichen Zunahme der Freisetzung von Purinen14 (siehe Tabelle 3.6
auf Seite 49). Bei der Freisetzung von Purinen und Harnsäure15 in der frühen Reper-
fusion ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe UW und
allen anderen Versuchsgruppen (siehe Tabelle 3.6). Diese Effekte sind auf die Zusam-
mensetzung der in dieser Gruppe verwendeten University-of-Wisconsin-Lösung (UW)
zurückzuführen (vgl. Tabelle 2.3 auf Seite 23). Die UW-Lösung enthält das Purinde-
rivat Adenosin, was die erhöhte Purinfreisetzung erklärt. Außerdem findet sich in der
UW-Lösung Allopurinol, das als kompetitiver Inhibitor der Xanthinoxidase den Puri-
nabbau zu Harnsäure hemmt.
Während der späten Reperfusion war die Freisetzung von Purinen in den der Ischämie
ausgesetzten Gruppen höher als in der Kontrollgruppe, allerdings war der Unterschied
statistisch nicht signifikant16. Die Harnsäurefreisetzung während der späten Reperfu-
sion war in der Gruppe HTK+HES gegenüber der Kontrollgruppe signifikant erhöht17
(siehe Tabelle 3.6).
Werden die freigesetzten Mengen des Purinmetaboliten Harnsäure und der Purine ad-
diert, dann zeigt sich in der frühen Reperfusionsphase ein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe UW und allen anderen Gruppen18, der auf das in der UW-Lösung
enthaltene Adenosin zurückgeführt werden kann (siehe Tabelle 3.6). In der späten Re-
perfusionsphase zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen19.
Für die Freisetzung von Laktat ergab sich während der frühen Reperfusion ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und allen Gruppen mit Ischämie20
(siehe Tabelle 3.6). Die hohe Laktatproduktion in diesen Versuchsgruppen kann der
Umstellung des Stoffwechsels auf anaerobe Glykolyse während der Ischämieperiode zu-
14einseitiger ANOVA, df=4, F=35,4, P<0,001
15einseitiger ANOVA, df=4, F=14,26, P<0,01
16einseitiger ANOVA, df=4, F=2,55, P=0,058
17einseitiger ANOVA, df=4, F=5,56, P=0,002
18einseitiger ANOVA, df=4, F=34,83, P<0,001
19einseitiger ANOVA, df=4, F=2,27, P=0,083
20einseitiger ANOVA, df=4, F=5,301, P=0,002
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geschrieben werden. Während der späten Reperfusion war die Laktatfreisetzung in den
der Ischämie ausgesetzten Herzen weiter höher als in der Kontrollgruppe, der Unter-
schied war aber statistisch nicht mehr signifikant21.
21einseitiger ANOVA, df=4, F=3,036, P=0,031
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Tabelle 3.6: Freisetzung von Metaboliten in der Reperfusion
Gruppe n
Frühe Reperfusion (P1) Späte Reperfusion(P2)
[µmol · g DW-1] [µmol · g DW-1]
Purine
Kontrolle 5 *0,32±0,1* 0,02±0,0*
HTK 10 *3,49±1,0* 0,15±0,1*
HTK+Albumin 10 *2,82±0,9* 0,12±0,1*
HTK+HES 5 *2,98±1,0* 0,23±0,1*
UW 10 25,52±9,4‡ 0,32±0,3*
Harnsäure
Kontrolle 5 0,15±0,0 0,05±0,0
HTK 10 0,20±0,1 0,07±0,0
HTK+Albumin 10 0,18±0,1 0,07±0,0
HTK+HES 5 0,18±0,1 q0,10±0,0#
UW 10 00,00±0,0‡ 0,01±0,0
Purine gesamt (Purine + Harnsäure)
Kontrolle 5 q0,5±0,10 0,07±0,0
HTK 10 3,69±1,0* 0,23±0,1
HTK+Albumin 10 q3,0±0,9* 00,2±0,1
HTK+HES 5 3,16±1,1* 0,32±0,1
UW 10 25,5±9,4‡ 0,37±0,3
Laktat
Kontrolle 5 42,7±12 *4,1±1,9
HTK 10 152,3±34# 10,7±3,4
HTK+Albumin 10 147,8±37# *6,8±2,2
HTK+HES 5 156, 1±55# *7,2±2,6
UW 10 128,7±33# 09,7±4,2
Jeweils Mittelwert ± SD, *=P<0,001 vs. Kontrollgruppe, ‡=P<0,001 vs.
alle anderen Gruppen, #=P=0,002 vs. Kontrollgruppe, DW=Trockengewicht,
HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung, UW=University-of-Wisconsin-
Lösung,, P1=frühe Reperfusionsphase (Minuten 0-3), P2=späte Reperfusions-
phase (Minuten 17-20)
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche kommen zu folgendem Ergeb-
nis: Im Vergleich zur konventionellen HTK-Lösung oder HTK+HES-Lösung erreich-
ten die Herzen unter dem Schutz von UW-Lösung und HTK+Albumin-Lösung nach
vierstündiger kalter Ischämie und Reperfusion eine bessere rechtsventrikuläre Pump-
funktion. Zusätzlich traten in diesen Gruppen weniger Herzen auf, die auch bei niedriger
Nachlast keine Auswurfleistung erzeugen konnten.
4.1 Methodenkritik
Gewonnen wurden diese Daten in Untersuchungen an ex vivo perfundierten Säugetier-
herzen. Diese Versuchsanordnung geht auf Oskar Langendorff zurück, der 1895 durch
retrograde Perfusion der Aorta erstmals die Herzaktion eines Säugetierherzens außer-
halb des Körpers wiederherstellen konnte [140]. Dieses Langendorff-Modell ist bis heute
ein viel genutztes Verfahren zur Untersuchung verschiedener Fragestellungen [80, 235].
Da die Pumpfunktion des sich ungefüllt kontrahierenden linken Ventrikels im Langen-
dorff-Modell nicht untersucht werden kann, entwickelten Neely und Morgan 1967 ein ex
vivo linksventrikulär arbeitendes Herzmodell [182]. Diese Versuchsanordnung hat sich
ebenfalls zu einem etablierten Modell entwickelt, an dem sich der Einfluss verschiede-
ner Faktoren auf die linksventrikuläre Funktion untersuchen lässt [81, 101, 244]. Daher
wurde dieses Modell im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandt.
Das ex vivo perfundierte Herzmodell weist natürlich Abweichungen von den Bedin-
gungen in vivo auf. So fehlt die neuronale und humorale Regulation der Herzfunktion
[243]. Die vorwiegend eingesetzten zellfreien, kristalloiden Perfusionslösungen enthalten
keine Sauerstoffträger. Ihre Sauerstofftransportkapazität ist daher nur gering, weshalb
zur Versorgung des Myokards ein höherer Koronarfluss als in vivo erforderlich ist [178].
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Außerdem weichen die rheologischen Eigenschaften der kristalloiden Perfusionslösungen
von denen des Blutes ab, was zu der stark erhöhten Flussgeschwindigkeit im Koronarsy-
stem beiträgt und eine veränderte Scherspannung an den Endothelzellen zur Folge hat
[235]. Da die verwendeten Perfusionslösungen in der Regel keine Kolloidkomponenten
enthalten, kommt es zu einer verstärkten Ödembildung [235, 243].
Aufgrund dieser Abweichungen tritt bei den ex vivo perfundierten Herzen ab einer Stun-
de Versuchsdauer eine zunehmende Verschlechterung der Pumpfunktion auf, die eine
Durchführung von Versuchen mit längerer Beobachtungszeit beeinträchtigt [87, 243].
Diesen Nachteilen steht aber eine Reihe an Vorteilen gegenüber, die das ex vivo per-
fundierte Herz dennoch zu einem sinnvollen Instrument bei der Beantwortung verschie-
dener wissenschaftlicher Fragestellungen machen.
So ist die Präparation technisch vergleichsweise einfach und mit geringem Aufwand an
Zeit, Material und Personal durchführbar [235].
Das Organ ist von allen Seiten frei zugänglich, so dass unterschiedliche Interventionen
und verschiedene morphologische, hämodynamische, biochemische und pathologische
Untersuchungen ungestört durchgeführt werden können [235, 243]. Darüber hinaus
erlaubt dieses Modell Interventionen, die aufgrund von Arrhythmien oder einer Ein-
schränkung der kardialen Pumpfunktion in einem in-vivo-Modell eine schwere Störung
der Kreislauffunktion oder sogar den unbeabsichtigten Tod des Versuchstieres zur Folge
hätten [243, 279].
Außerdem ermöglicht diese Methode eine hohe Standardisierung der Versuchsbedingun-
gen, da verschiedene bei in-vivo-Versuchen auftretende Störvariablen fehlen [235, 243].
Besonders relevant ist dabei die Möglichkeit zur exakten Vorgabe von Vor- und Nach-
last, was eine Erfassung von kleinen Veränderungen in der Kontraktilität erlaubt und
das ex vivo arbeitende Herzmodell zu einer idealen Methode für die Beurteilung der
myokardialen Pumpfunktion macht [270, 279].
Ein enormer Vorzug des ex vivo perfundierten Herzes besteht darin, dass im Gegen-
satz zu Zellkulturen ein intaktes Organ mit einem kompletten Gefäßbett untersucht
werden kann [235, 279]. Dies ermöglicht wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben
Experimente, die den Einfluss einer Intervention am Gefäßendothel auf die myokardiale
Pumpfunktion zum Gegenstand haben. Da die endotheliale Glykokalyx auf kultivierten
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Endothelzellen teilweise nur rudimentär vorhanden ist, scheinen Untersuchungen an
Zellkulturen zu diesem Thema nur von geringem Wert zu sein [53, 122, 97, 202, 203].
Für die Untersuchung der in dieser Arbeit behandelten Fragestellungen stehen auch
unterschiedliche in-vivo-Modelle zur Verfügung [93].
Lower und Shumway entwickelten 1960 die Technik der orthotopen Herztransplanta-
tion, bei der das dem Spendertier entnommene Organ anstelle des nativen Herzens
in den Thorax des Empfängertieres implantiert wird [153, 233]. Diese Technik wird
bis heute mit geringen Abweichungen in der Herzchirurgie bei der Herztransplantation
eingesetzt [84, 147]. Als experimentelles Modell ist die orthotope Herztransplantation
allerdings technisch und personell sehr aufwendig. So muss das Empfängertier während
des Eingriffes mit einer miniaturisierten Herz-Lungen-Maschine am Leben erhalten wer-
den [227].
Dieses Problem umgeht das Modell der heterotopen Herztransplantation, bei dem das
transplantierte Organ zusätzlich zum nativen Herz in den Bauchraum des Empfänger-
tieres eingesetzt wird [93]. Dabei wird oft ein 1969 von Ono und Lindsey vorgestelltes
Modell genutzt, bei dem ähnlich wie beim Langendorff-Modell das Koronarsystem des
transplantierten Organs passiv aus der Aorta des Empfängertiers perfundiert wird [192].
In diesem Modell kann allerdings die ventrikuläre Pumpfunktion nicht beurteilt werden
und die fehlende Volumenbeladung des linken Ventrikels führt zu einer Atrophie des
Myokards [111, 133].
Um dies zu vermeiden, wurden verschiedene Modelle eines uni- oder biventrikulär ar-
beitenden heterotop transplantierten Herzens vorgestellt, die jedoch ebenfalls Abwei-
chungen von der normalen Physiologie und teilweise größere Eingriffe in die Anatomie
der Herzen beinhalten [10, 79, 277, 267]. Eine besondere Einschränkung vieler dieser
Modelle ist, dass die koronare Versorgung des transplantierten Organs mit teilweise
desoxygeniertem Blut aus der Vena cava inferior des Empfängertiers erfolgt [246]. Ins-
gesamt wird daher das Modell der orthotopen Herztransplantation für die Beurteilung
der kardialen Pumpfunktion als besser geeignet angesehen [201].
Alle in-vivo-Modelle sind technisch schwieriger und deutlich aufwendiger als das ex
vivo perfundierte Herzmodell [279]. Außerdem bergen sie bei Versuchen mit kalter
Ischämie die Gefahr einer ungewollten und unkontrollierten Wiedererwärmung des
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Herzens während der zeitaufwendigen Präparation, was zu einer Verfälschung der Er-
gebnisse führen kann [267, 277].
Das ex vivo perfundierte, arbeitende Herzmodell scheint von den zur Auswahl ste-
henden Methoden das zur Beantwortung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Fragestellungen am besten geeignete Verfahren zu sein, da die optimale Kontrolle der
Versuchsbedingungen eine genaue Beurteilung der Pumpfunktion ermöglicht.
Gesondert diskutiert werden muss die Untersuchung der rechtsventrikulären Pump-
funktion mit einem ex vivo rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodell im Rahmen dieser
Arbeit. Bei diesem 1987 von Werchan und McDonough beschriebenen Modell werden
die Koronarien im Langendorff-Modus passiv perfundiert, während mit einer zweiten
Anlage und einer über eine Hohlvene eingebrachten Kanüle die Vorlast vor dem rechten
Herzen unabhängig vom Koronarfluss festgelegt werden kann [268]. Das Modell wurde
in der Vergangenheit von verschiedenen Arbeitsgruppen genutzt, um unter anderem
die Folgen von Ischämie und Reperfusion auf die rechtsventrikuläre Pumpfunktion zu
untersuchen [90, 134, 261, 269].
Als Alternative hätte ein 1992 von Demmy et al. vorgestelltes biventrikulär arbeitendes
Herzmodell zur Verfügung gestanden, das ebenfalls die Beurteilung der rechtsventri-
kulären Pumpfunktion erlaubt [77].
Verglichen mit dem biventrikulär arbeitenden Herzmodell weicht das rechtsventrikulär
arbeitende Herzmodell weiter von der normalen Physiologie ab. Die in diesem Mo-
dell fehlende Füllung des linken Ventrikels beeinflusst auch die Verhältnisse im rechten
Ventrikel, da aufgrund der engen anatomischen Beziehungen zwischen den beiden Ven-
trikeln sowohl die diastolische als auch die systolische Funktion eines Ventrikels mit
von dem jeweils anderen Ventrikel abhängt (ventrikuläre Interdependenz) [33, 223].
Während der Einfluss des rechten Ventrikels auf die linksventrikuläre Funktion nur ge-
ring ist, sind 20 bis 40% des rechtsventrikulären systolischen Drucks auf die Kontrak-
tion des linken Ventrikels zurückzuführen [223, 273]. Im rechtsventrikulär arbeitenden
Herzmodell dürfte dieser Effekt jedoch großteils wegfallen, da der nicht mit Volumen
gefüllte linke Ventrikel nur einen deutlich geringeren systolischen Druck aufbauen kann.
Bei genauerer Betrachtung scheint dies für die hier untersuchten Fragestellungen von
Vorteil zu sein, da damit die ventrikuläre Interdependenz als Störgröße bei der Bestim-
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mung der rechtsventrikulären Pumpfunktion wegfällt.
Ein eindeutiger Vorteil des rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodells gegenüber dem
biventrikulär arbeitenden Herzen ist die Sicherstellung der Koronarperfusion durch die
Langendorff-Anlage. Damit kann sichergestellt werden, dass eine beobachtete Ver-
schlechterung der rechtsventrikulären Pumpfunktion wirklich durch die untersuchte
Intervention und nicht sekundär durch eine unzureichende Koronarversorgung bei links-
ventrikulärer Insuffizienz bedingt ist.
Kritisch gesehen werden muss bei den hier beschriebenen Versuchen sicher die Ver-
wendung eines Krebs-Henseleit-Puffers ohne Albuminzusatz als Perfusat während der
Reperfusion und dem Versuchablauf im arbeitenden Modus. Dadurch kam es in der
Gruppe HTK+Albumin zu einem Auswaschen des in der Präservationslösung enthal-
tenen Albumins im Rahmen der Reperfusion, so dass der vermutete protektive Effekt
nur während der Ischämie und zu Beginn der Reperfusion wirksam war. Die in allen
Versuchsgruppen mit Ischämie gleich ausgeprägte deutliche Ödembildung ist vermut-
lich auf die Verwendung der kolloidfreien Perfusionslösung zurückzuführen.
In der Literatur sind Versuche beschrieben, bei denen der Effekt einer Intervention
durch einen Vergleich der myokardialen Pumpfunktion vor und nach der Interven-
tion an der Versuchsanlage bestimmt wurde [221]. Dabei kommt es aber während
der Organentnahme an der Versuchsanlage unvermeidbar zu einer kurzen Ischämie.
Diese könnte durch einen Präkonditionierungseffekt die Auswirkungen der folgenden
vierstündigen kalten Ischämieperiode beeinflussen und damit die Versuchsergebnisse
verfälschen [180]. Daher wurde bei den hier beschriebenen Versuchen statt dessen
zum Vergleich eine Gruppe Herzen herangezogen, die einem mit Ausnahme der kalten
Ischämieperiode zeitlich identischen Versuchsprotokoll unterzogen wurden (Kontroll-
gruppe).
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4.2 Bewertung der Ergebnisse
Die signifikante Erhöhung der Laktatfreisetzung in der frühen Reperfusionsphase bei
den der Ischämieperiode ausgesetzten Herzen ist auf den anaeroben Stoffwechsel wäh-
rend der Ischämieperiode zurückzuführen.
Die kardiale Purinbildung war bei den der Ischämie ausgesetzten Herzen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe erhöht, was als Zeichen des Katabolismus der energiereichen
Adenin- und Guaninnukleotide während der Ischämiezeit zu erwarten war.
Die gegenüber den anderen Versuchsgruppen in der Gruppe UW erhöhte Purin- und
erniedrigte Harnsäurefreisetzung während der frühen Reperfusionsphase ist durch die
Zusammensetzung der UW-Lösung zu erklären (siehe Tabelle 2.3 auf Seite 23). Sie
enthält das Nukleosid Adenosin und Allopurinol, das als kompetitiver Inhibitor der
Xanthinoxidase den Abbau der Purine Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsäure hemmt
[64]. Gleichzeitig wirkt die Substanz als endogenes Antioxidans, da es die Bildung re-
aktiver Sauerstoffspezies vermindert [21, 171].
Albumin als Bestandteil der Präservationslösung hatte keinen Einfluss auf die Laktat-
oder Purinfreisetzung während der Ischämie.
Aufgrund eines Laborfehlers bei der Bestimmung der Glykokalyxbestandteile in den
während der Reperfusion gesammelten Proben kann diese Arbeit die Frage nach den
Auswirkungen der unterschiedlichen Präservationslösungen auf die endotheliale Glyko-
kalyx leider nicht direkt beantworten.
Hierzu liegen aber von unserer Arbeitsgruppe bereits andernorts veröffentlichte Daten
vor [121]. Diese wurden bei Versuchen gewonnen, bei denen das Versuchsprotokoll mit
dem der hier beschriebenen Versuche bis zum Ende der Reperfusion übereinstimmte.
Dabei wurde ebenfalls das Koronareffluat während der ersten drei Minuten und Minute
17 bis 20 der Reperfusion gesammelt und dann die in diesen Proben vorhandene Menge
an Glykokalyxbestandteilen bestimmt.
Es zeigte sich in der Gruppe HTK eine gegenüber der Kontrollgruppe ohne Ischämie
signifikant erhöhte Freisetzung des Proteoglykans Syndecan-1 während der frühen Re-
perfusion, während zwischen der Gruppe HTK+Albumin und der Kontrollgruppe kein
Unterschied bestand.
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Bei beiden der kalten Ischämie ausgesetzten Gruppen HTK und HTK+Albumin trat
während der frühen Reperfusion eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöhte
Freisetzung des Glykosaminoglykans Heparansulfat auf. Allerdings war die Freisetzung
in der Gruppe HTK doppelt so groß wie in der Gruppe HTK+Albumin (siehe Tabelle
4.1 unten) [121].
Ergänzend zeigte sich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit Lanthanfixierung
bei mit HTK-Lösung behandelten Herzen nach vier Stunden kalter Ischämie und Re-
perfusion eine deutliche Zerstörung der endothelialen Glykokalyx und ein ausgeprägtes
interstitielles Ödem, während sich bei den Organen in der Gruppe HTK+Albumin eine
intakte Glykokalyx auf den Endothelzellen darstellen ließ [121].
Diese Ergebnisse zeigen, dass Albumin als Bestandteil der Präservationslösung die
endotheliale Glykokalyx während der vierstündigen kalten Ischämie und der anschlie-
ßenden Reperfusion erhalten kann, während es bei der Verwendung der aktuell klinisch
eingesetzten albuminfreien HTK-Lösung zu einer Zerstörung dieser Struktur kommt.
Tabelle 4.1: Freisetzung von Glykokalyxbestandteilen in der frühen Reperfusion (P1),
nach [121]
Gruppe
Syndecan-1 Heparansulfat
[µg · g DW-1] [µg · g DW-1]
Kontrolle = = 6,6±0,8* *14±11*
HTK = = 8,8±0,8* 0808±176*
HTK+Albumin = = 6,6±0,8* 0328±61#
Jeweils Mittelwert ± SD, *=P<0,05 vs. Kontrolle und HTK+Albumin, #=P<0,05 vs. Kontrolle und HTK
HTK=Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung, DW=Trockengewicht
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Die Versuche am linksventrikulär arbeitenden Herzmodell ergaben für die Pumpfunkti-
on und die geleistete Druck-Volumen-Arbeit bei einer Nachlast von 60 cm H2O keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Auffällig dabei ist der fehlen-
de Unterschied zwischen der Kontrollgruppe ohne Ischämie und den Versuchsgruppen
nach vierstündiger kalter Ischämie. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die
Organe in der Kontrollgruppe durch die kurzzeitige warme Ischämie bei der Entnahme
Schaden genommen haben.
Dagegen spricht allerdings, dass diese Ischämie von Versuchsbeginn bis zur Reperfusion
weniger als eine Minute dauerte und die Herzen nach der Eröffnung des Thorax rasch
durch eine externe kalte Spülung zum Stillstand gebracht wurden. Außerdem wurden
die Organe in der Kontrollgruppe für das rechtsventrikulär arbeitende Herzmodell auf
die gleiche Weise entnommen und hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen.
Die wahrscheinlichste Erklärung für den fehlenden Unterschied zwischen der Kontroll-
und den Versuchgruppen dürfte sein, dass die vierstündige Ischämiezeit nicht ausrei-
chend war, um in Anwesenheit einer Präservationslösung einen signifikanten Scha-
den am linksventrikulären Myokard zu verursachen. Die Ischämiedauer von vier Stun-
den wurde in Anlehnung an die empfohlene Obergrenze der Ischämiezeit bei Herz-
transplantationen gewählt [66]. In der Literatur sind funktionelle Untersuchungen an
Säugetierherzen nach einer deutlich längerer Ischämiedauer von bis zu 24 Stunden
beschrieben [32, 92, 109]. Möglicherweise hätten die in dieser Arbeit beschriebenen
Versuche bei einer längeren Ischämiedauer auch für die linksventrikuläre Pumpfunkti-
on einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gezeigt.
Die zweite Stufe der Nachlast scheint mit 80 cm H2O zu hoch gewählt worden zu
sein, da auch in der nicht der Ischämie ausgesetzten Kontrollgruppe nur zwei von fünf
Herzen gegen diese Nachlast einen Auswurf generieren konnte. Tatsächlich lag in allen
Gruppen die maximale linksventrikuläre Druckentwicklung im Mittel unter 80 cm H2O
(siehe Tabelle 3.3 auf Seite 43).
Bei den Versuchen am rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodell erbrachten die Herzen
aus den Gruppen HTK und HTK+HES bei einer Nachlast von 15 cm H2O eine signi-
fikant schlechtere Pumpleistung als die der Kontrollgruppe. In den Gruppen UW und
HTK+Albumin dagegen konnte die rechtsventrikuläre Pumpfunktion nach Ischämie
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und Reperfusion besser erhalten werden, so dass mit der Kontrollgruppe vergleichbare
Werte erreicht wurden.
Bei der erhöhten Nachlast von 25 cm H2O zeigte sich in der Gruppe UW der Effekt
der kalten Ischämie durch eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant schlechtere
Pumpleistung. In den übrigen Versuchsgruppen mit Ischämie konnte jeweils überhaupt
nur ein Teil der Herzen gegen diese erhöhte Nachlast Perfusat auswerfen.
Die im Vergleich zum linken Ventrikel geringere Resilienz des rechten Ventrikel ge-
genüber Ischämie und Reperfusion ist zumindest teilweise auf geringe rechtsventrikuläre
Muskelmasse zurückzuführen. Außerdem erfährt der linke im Gegensatz zum rechten
Ventrikel regelmäßig hohe Druckbelastungen und eine maximale Sauerstoffentnahme
aus dem Koronarblut bei körperlicher Belastung, was eine höhere Adaptationfähigkeit
an Stress bedingt.
Worauf kann die unterschiedliche Effektivität der im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Präservationslösungen bei der Erhaltung der postischämischen Pumpfunktion
zurückgeführt werden?
Die von Belzer 1987 eingeführte University-of-Wisconsin-Lösung (UW) beinhaltet einen
Phosphatpuffer sowie als osmotisch wirksame Inhaltsstoffe Lactobionat, Raffinose und
das künstliche Kolloid Hydroxyethlystärke [22, 173, 260]. Außerdem enthält sie die An-
tioxidantien Allopurinol und Glutathion (siehe Tabelle 2.3 auf Seite 23) [158]. Durch
diese Zusammensetzung konnte in verschiedenen Arbeiten eine gute Erhaltung der
myokardialen Pumpfunktion auch bei längerer Ischämiedauer gezeigt werden, was die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen [95, 109, 137]. Im Vergleich zu kristal-
loiden Präservationslösungen konnten kultivierte Endothelzellen mit UW-Lösung auch
bei langer Ischämiedauer besser erhalten werden [198]. Auf der anderen Seite beein-
trächtigt UW-Lösung die Stickstoffmonoxidfreisetzung aus Endothelzellen und damit
die endothelvermittelte koronare Vasodilatation [199].
Im Rahmen der Herztransplantation wird die UW-Lösung heute nicht mehr eingesetzt,
da sie trotz guter Frühergebnisse das Langzeitüberleben der Patienten negativ beein-
flusst [82, 137, 167].
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Die Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung (HTK) wurde von Bretschneider als phy-
siologische Kardioplegielösung entwickelt und besitzt mit Histidin ein potentes Puffer-
system, das zusammen mit Mannitol auch als osmotisch wirksame Komponente dient.
Außerdem enthält sie die Aminosäure Tryptophan sowie Ketoglutarat zur Membran-
stabilisierung, wobei letztere Substanz auch als Substrat für den Stoffwechsel dient
(siehe Tabelle 2.3 auf Seite 23) [34, 158, 173].
Die Versuchslösungen HTK+Albumin und HTK+HES enthielten zusätzlich 1% Albu-
min respektive 1% Hydroxyethylstärke.
Der positive Effekt der HTK+Albumin-Lösung auf die postischämische Herzfunkti-
on kann nicht primär auf die kolloid-osmotische Wirkung von Albumin zurückgeführt
werden, da durch die Zugabe des künstlichen Kolloids Hydroxyethylstärke in der Grup-
pe HTK+HES kein vergleichbarer Effekt erzielt werden konnte.
Wie die in der UW-Lösung enthaltenen Zusätze Glutathion und Allopurinol weist auch
humanes Serumalbumin eine antioxidative Wirkung auf [9, 249]. Daher könnte die in
den Gruppen UW und HTK+Albumin beobachte gute postischämische Erholung der
rechtsventrikulären Pumpfunktion durch einen antioxidativen Effekt während der Re-
perfusion zu erklären sein.
Kommerziell verfügbare Humanalbuminpräparationen, wie sie in der vorliegenden Arbeit
zum Einsatz kamen, enthalten aber aufgrund des Herstellungsprozesses und der La-
gerungsbedingungen neben nativem humanem Serumalbumin auch eine Vielzahl an
chemisch veränderten Formen [249]. Ein relevanter Anteil der Humanalbuminmoleküle
liegt dabei in oxidierter Form vor [14]. Ob diese kommerziell erhältlichen Humanalbu-
minpräparationen wirklich eine antioxidative Wirkung haben, ist daher unklar [14, 249].
Eine weitere mögliche Erklärung für die beobachtete positive Wirkung von Albumin
auf die postischämische Erholung der rechtsventrikulären Pumpfunktion ist ein Effekt
an der endothelialen Glykokalyx. Albumin besitzt eine hohe Affinität zur endothelialen
Glykokalyx und spielt eine zentrale Rolle bei Aufbau und Funktion des Endothelial Sur-
face Layers [2, 117, 205, 217].
Jacob et al. konnten 2007 zeigen, dass durch die Beimischung einer kommerziell
erhältlichen Humanalbuminpräparation zu einer kristalloiden Perfusionslösung die Bar-
rierefunktion des Endothelial Surface Layer erhalten werden kann [117]. Chiavarelli
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et al. konnten bereits zuvor eine intakte endotheliale Glykokalyx nach Ischämie und
Reperfusion unter dem Schutz einer albuminhaltigen Präservationslösung beobachten,
während die Struktur beim Einsatz einer kristalloiden Präservationslösungen schwere
Schäden davontrug [55]. Auch die auf Seite 57 dieser Arbeit angeführten Daten unserer
Arbeitsgruppe zum Nachweis von Glykokalyxbestandteilen in während der Reperfusion
gewonnenen Proben zeigen, dass eine albuminhaltige Präservationslösung den Endo-
thelial Surface Layer während der Ischämie und Reperfusion erhalten kann [121].
Auf der Basis unseres heutigen Wissens über die vielfältigen physiologischen Funk-
tionen dieser Struktur kann gefolgert werden, dass eine intakte endotheliale Glyko-
kalyx während Ischämie und Reperfusion den Zustand der Organe positiv beeinflusst
[19, 49, 217]. So wird ein Ausspülen der in der endothelialen Glykokalyx gebundenen
antioxidativ wirksamen Enzyme verhindert und so der Schutz des Endothels vor oxi-
dativem Stress während der Ischämie und Reperfusion verbessert [217]. In der oben
genannten Arbeit von Chiavarelli et al. konnte eine albuminhaltige Präservationlösung
die Endothelzellen bei Ischämie und Reperfusion erhalten, während bei der Verwen-
dung einer kristalloiden Präservationlösung schwere Schäden an den Endothelzellen
beobachtet wurden [55]. Harjula et al. konnten zeigen, dass schon eine Spülung des
Koronarsystems mit einer kristalloiden Präservationslösung Schäden am Endothel ver-
ursachte, die beim Einsatz einer Blut oder Albumin enthaltenden Präservationslösung
ausblieben [103].
Eine intakte endotheliale Glykokalyx verhindert in vivo außerdem eine massive Akti-
vierung und Transmigration von Leukozyten während der Reperfusion und damit eine
überschießende Inflammationsreaktion [174].
Eine intakte endotheliale Glykokalyx ist daneben auch ein zentrales Element der vas-
kulären Barriere gegen Flüssigkeitsextravasation und spielt eine wichtige Rolle bei der
schubspannungsabhängigen Freisetzung von Stickstoffmonoxid [248, 264].
Mehrere Arbeiten konnten im Tiermodell beobachten, dass bei der Verwendung von
plasmaproteinfreien Präservationslösungen die endothelabhängige koronare Vasodilata-
tion nach kalter Ischämie und Reperfusion vor allem im Bereich des rechten Ventrikels
gestört ist [179, 199, 232, 271]. Selke und Murphy konnten unabhängig voneinan-
der zeigen, dass dieser Effekt durch die Zumischung von Blut oder Albumin zu den
Präservationslösungen vermieden werden kann [179, 231].
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Aus der vorhandenen Literatur und den Befunden unserer Arbeitsgruppe kann also
geschlossen werden, dass Albumin als Bestandteil einer Präservationslösung durch den
Schutz der endothelialen Glykokalyx die strukturelle Integrität und die physiologische
Funktion der Endothelzellen während einer mehrstündigen kalten Ischämie und der an-
schließenden Reperfusion erhalten kann. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, verbessert
Albumin zudem die postischämische rechtsventrikuläre Pumpfunktion.
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4.3 Klinische Einordnung der Ergebnisse und
Ausblick
Dieser positive Effekt der albuminhaltigen Präservationslösung auf die postischämische
rechtsventrikuläre Pumpfunktion ist im Hinblick auf eine mögliche klinische Anwen-
dung deshalb besonders interessant, da eine rechtsventrikuläre Insuffizienz im Rahmen
einer Herztransplantation häufig auftritt. Registerstudien ergaben, dass eine rechts-
ventrikuläre Funktionsstörung bei Herztransplantationen für die Hälfte der periopera-
tiven kardialen Komplikationen und für über 40% der intraoperativen Todesfälle ver-
antwortlich ist [84, 157, 239]. Damit ist die rechtsventrikuläre Insuffizienz trotz der
Möglichkeiten der modernen Intensivmedizin noch immer eine der führenden Todesur-
sachen in der Frühphase nach einer Herztransplantation und verlängert zudem bei den
überlebenden Patienten die Beatmungs- und die Intensivaufenthaltsdauer [157, 230,
258].
Wenn sich die Verbesserung der postischämischen rechtsventrikulären Pumpfunktion
in weiteren Versuchen bestätigt, dann könnte der klinische Einsatz einer albuminhalti-
gen Präservationslösung die Inzidenz des primären Transplantatversagens senken und
damit die Überlebensrate in der Frühphase nach einer Herztransplantation steigern.
Daneben könnte auch die Langzeitprognose nach einer Herztransplantation durch die
klinische Anwendung albuminhaltiger Präservationslösungen verbessert werden. So zei-
gen bereits an anderer Stelle veröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe, dass die
Adhäsion von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten an das Koronarendothel
isoliert perfundierter Meerschweinchenherzen durch den Einsatz der auch in dieser Ar-
beit verwendeten HTK+Albumin-Lösung deutlich gesenkt werden kann [121]. Dadurch
könnte die bei der Reperfusion auftretende Inflammationsreaktion vermindert werden,
die einen Schlüsselschritt bei der Pathogenese der Transplantatvaskulopathie darstellt
[170, 253, 280]. Diese nur bei transplantierten Patienten auftretende, rasch fortschrei-
tende Erkrankung führt über eine Intimahyperplasie zu Gefäßstenosen im gesamten
Koronarbett [28, 61]. Sie ist eine der häufigsten Todesursachen ab dem zweiten Jahr
nach der Transplantation [157].
Da die Forschung zu Alternativmethoden wie dem
”
Tissue engineering“ oder der
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Xenotransplantation von einem klinischen Einsatz noch weit entfernt ist, werden wir
auch in Zukunft bei der Therapie der schweren Herzinsuffizienz auf eine Transplantation
von Spenderorganen angewiesen sein [159, 213]. Dabei wie auch bei der Transplanta-
tion anderer Organe könnte der Einsatz einer albuminhaltigen Präservationslösung die
Ergebnisse verbessern.
Außerdem könnten auch Patienten profitieren, die sich einem herzchirurgischen Ein-
griff mit Einsatz der Herz-Lungen-Maschine unterziehen. Auch hier werden regelhaft
während der kalten Ischämie kristalloide Kardioplegie- oder Präservationslösungen ver-
wendet [12].
Natürlich dürfen die hier beschriebenen Untersuchungen an ex vivo perfundierten
Säugetierherzen aufgrund der Limitationen der verwendeten Methoden und der kurzen
Versuchsdauer für diese Perspektiven nur Anhaltspunkte liefern, denen auf dem Weg
zu einer möglichen klinischen Anwendung in anderen Modellen weiter nachgegangen
werden muss.
Diese Arbeit tritt zu einer Reihe weiterer Arbeiten, von deren Untersuchungen zur Rolle
der endothelialen Glykokalyx für die Entstehung, die Prävention und die Therapie ver-
schiedener Erkrankungen in Zukunft hoffentlich viele Patienten profitieren können [19].
Dazu könnten neben der kleinen Gruppe der organtransplantierten Patienten unter an-
derem auch Patienten mit septischen Schock oder einem Acute Respiratory Distress
Syndrom (ARDS) zählen. Die aktuellen intensivmedizinischen Therapiekonzepte bei
diesen Erkrankungen versuchen die Folgen von Inflammation, Mikrozirkulationsstörung
und der Störung der Endothelbarriere zu lindern [36, 60, 75, 135, 228].
Die in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse lassen hoffen, dass in der wei-
teren Erforschung der endothelialen Glykokalyx der Schlüssel zu neuen, wirkungsvollen
Therapiekonzepten für diese und anderen Erkrankungen liegt [19, 60, 74].
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Die endotheliale Glykokalyx ist eine Schicht aus Proteinen mit Kohlenhydratseitenket-
ten auf der dem Blutstrom zugewandten Seite der Endothelzellen [217]. Sie bindet aus
dem Blutstrom Plasmaproteine, Elektrolyte sowie einen Teil des Plasmawassers und
bildet so den Endothelial Surface Layer, eine im Kapillarsystem bis zu 500 nm breite
gelartige Schicht auf den Endothelzellen [205].
Diese Struktur erfüllt eine Reihe wichtiger physiologischer Funktionen für die Signalüber-
tragung über die Zellmembran, für den Schutz vor oxidativem Stress und vor unkon-
trollierter Inflammations- und Gerinnungsaktivität und bildet einen wichtigen Teil der
Endothelbarriere [20, 217].
Eine Zerstörung der endothelialen Glykokalyx durch verschiedene schädigende Fakto-
ren spielt eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen,
insbesondere bei der Ischämie und Reperfusion [19, 49].
Aufgrund ihrer Funktionen könnte die endotheliale Glykokalyx eine relevante Rolle für
den Schutz der Organe im Rahmen einer Transplantation spielen [205]. Allerdings
wird die endotheliale Glykokalyx durch die heute übliche Verwendung proteinfreier
Präservationslösungen bereits bei der Organentnahme zerstört [158, 205].
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob durch die Zugabe des Plasmaprote-
ins Albumin (1%) zu einer häufig klinisch eingesetzten Präservationslösung (Histidin-
Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung nach Brettschneider) während einer mehrstündigen
kalten Ischämie und Reperfusion die endotheliale Glykokalyx erhalten und die myokar-
diale Pumpfunktion verbessert werden kann.
Dazu wurden die Herzen von Meerschweinchen zu Stillstand gebracht und mit ver-
schiedenen Präservationslösungen gespült. Dann wurden sie aus dem Körper des Ver-
suchstiers entnommen und für vier Stunden bei 4◦C gelagert. Anschließend erfolgte die
Reperfusion an einer Versuchsanlage und die Messung des Herzzeitvolumens in einem
ex vivo perfundierten, links- oder rechtsventrikulär arbeitenden Herzmodell.
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Während sich bei der linksventrikulären Pumpfunktion kein Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen ergab, erreichten die mit der albuminhaltigen Versuchslösung behan-
delten Herzen eine signifikant bessere rechtsventrikuläre Pumpleistung.
Eine rechtsventrikuläre Funktionsstörung nach Ischämie und Reperfusion tritt bei Herz-
transplantationen häufig auf und ist ein entscheidender Faktor für die perioperative
Mortalität [84, 157, 239]. Daher könnten die Ergebnisse der Herztransplantationen
durch die klinische Verwendung albuminhaltiger Präservationslösung weiter verbessert
werden.
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Außerdem gilt mein Dank Jana und Peter für ihre Unterstützung.
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